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\5p L'invention concerne un nouveau polypeptide recep- 
teur complexe LSR (Lipolysis Stimulated Receptor), carac- 
t6rise par ses activites fonctionnelles, le clonage des ADNc 
complementaires des ARNs messagers codant pour chacu- 
ne des sous-unites du complexe multimerique, des vecteurs 
et cellules transformees, des methodes de diagnostic et de 
selection de composes utilisables a titre de medicament 
t— pour la prevention et/ ou le traitement de pathologies et/ ou 
^ de pathogenies telles que I'obesite et Panorexie, les hyper- 
^ lipidemies, rath6roscl6rose, le diabete, 1'hyper-tension, et 
i plus generalement les diverses pathologies associ6es a des 
anomalies du metabolisme des cytokines. 
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RECEPTEUR COMPLEXE LSR, ACTIVITE, CLONAGE, 
ET APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC, A LA PREVENTION 
ET/OU AU TRAITEMENT DE L'OBESITE ET DES RISQUES 
OU COMPLICATIONS ASSOCIES . 

5 

L' invention concerne un nouveau polypeptide 
recepteur complexe LSR (Lipolysis Stimulated Receptor) , 
caracterise par ses activites f onctionnelles , le clonage 
des ADNc complementaires des ARNs messagers codant pour 

10 chacune des sous-unites du complexe multimerique , des 
vecteurs et cellules transf ormees , des methodes de 
diagnostic et de selection de composes utilisables a 
titre de medicament pour la prevention et/ou le 
traitement de pathologies et/ou de pathogenies telles 

15 que l'obesite et l'anorexie, les hyperlipidemies , 
1 ' atherosclerose, le diabete, 1 ' hyper-tension, et plus 
generalement les diverses pathologies associees a des 
anomalies du metabolisme des cytokines. 

L'obesite est un probleme de sante publique a la 

20 fois grave et repandu : dans les pays industrialises, le 
tiers de la population presente un exces de poids d'au 
moins 20 % par rapport au poids ideal. Le phenomene ne 
fait que s'accentuer, dans les regions du globe dont les 
economies se modernisent, comme les iles du Pacifique, 

25 et de fagon generale. Aux Etats-Unis, le taux de 
personnes obeses est passe de 25 % a la fin des annees 
70 a 33 % au debut des annees 90. 

L'obesite augmente de fagon considerable le risque 
de developper des maladies cardio-vasculaires ou 

30 metaboliques . On estime que si toute la population avait 
un poids ideal, le risque d' insuf f isance coronarienne 
serait diminue de 25 % et celui d' insuf f isance cardiaque 
et d' accidents vasculaires cerebraux de 35 %. 
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L' insuf f isance coronarienne, la maladie atheromateuse et 
1 ' insuf f isance carciiaque sont au premier rang des 
complications cardio-vasculaires induites par l'obesite. 
Pour une surcharge ponderale super ieure a 3 0 %, 

5 1' incidence des affections coronariennes se trouve 
doublee, chez des sujets de moins de 50 ans . Les etudes 
menees pour d'autres maladies sont toutes aussi 
eloquentes. Pour un surpoids de 20 %, le risque d' hyper- 
tension arterielle est double. Pour un surpoids de 30 I, 

10 le risque de developper un diabete non insulino- 
dependant est triple. Celui des hyperlipidemies est 
multiplie par 6. 

La liste des maladies dont 1' apparition est 
favorisee par l'obesite est longue : hyperuricemie .(11,4 

15 % chez les sujets obeses, contre 3,4 % dans la 
population generale) , pathologies digestives, anomalies 
des fonctions hepatiques et meme, certains cancers. 

Que les alterations physiologiques de l'obesite se 
caracterisent par une augmentation du nombre des 

20 cellules adipeuses, ou par une augmentation de la 
quantite de triglycerides stockes dans chaque cellule 
adipeuse, ou par les deux, cette surcharge resulte 
principalement d'un desequilibre entre les quant ites de 
calories absorbees et celles des calories depensees par 

25 l'organisme. Les recherches sur les causes de ce 
desequilibre ont pris plusieurs directions. Certains se 
sont attaches a etudier le mecanisme d' absorption des 
aliments, et done, les molecules qui controlent la prise 
alimentaire et la sensation de satiete. D'autres etudes 

30 ont porte sur le metabolisme de base, e'est-a-dire la 
fagon dont l'organisme utilise les calories absorbees. 

Les traitements de l'obesite qui sont proposes sont 
de quatre types. La restriction alimentaire est le plus 
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frequemment utilise. Les obeses se voient conseiller de 
changer leurs habitudes alimentaires , de fagon a 
absorber moins de calories. Ce type de traitement est 
efficace a court terme. Toutefois le taux de recidive 

5 est tres important. L' augmentation des depenses 
caloriques par 1'exercice physique est egalement 
proposee. Ce traitement applique seul est inefficace 
mais il ameliore toutefois la perte de poids chez les 
sujets suivant un regime hypocalorique . La chirurgie 

10 gastro-intestinale, qui diminue 1 ' absorption des 
calories ingerees, est efficace mais a ete . virtuellement 
abandonnee en raison des effets secondaires qu'elle 
entraine. L'approche medicament euse met en jeu, soit 
1' action anorexigene de molecules intervenant au niveau 

15 du systeme nerveux central, soit l'effet de molecules 
qui augmentent les depenses energetiques en augmentant 
la production de chaleur. Le prototype de ce type de 
molecule sont les hormones thyroidiennes qui decouplent 
les phosphorylations oxydatives de la chaine 

20 respiratoire mitochondriale . Les effets secondaires et 
la toxicite de ce type de traitement rendent leur 
utilisation dangereuse . Une approche qui vise a diminuer 
1' absorption des lipides alimentaires en les sequestrant 
dans la lumiere du tube digestif est egalement mise en 

25 place. Toutefois, elle induit des desequilibres 
physiologiques dif f icilement tolerables : deficit 
d' absorption des vitamines liposolubles , flatulence et 
steatorhee. Quelle que soit l'approche therapeutique 
envisagee, les traitements de l'obesite se caracterisent 

30 tous par un taux de recidive extremement important. 

Les mecanismes moleculaires responsables de 
l'obesite chez l'homme sont complexes et font appel a 
des facteurs genet iques et environnementaux. En raison 
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de la faible efficacite des traitements connus jusqu'a 
present, il est urgent de definir les mecanismes 
genet iques qui determinent l'obesite, de fagon a pouvoir 
developper des medicaments mieux cibles . 

5 Plus de 2 0 genes ont ete etudies en tant que 

candidats possibles, soit qu'ils aient ete impliques 
dans des maladies dont l'obesite est l'une des 
manifestations cliniques, soit qu'ils soient des 
homologues de genes intervenant dans l'obesite chez les 

10 modeles animaux. Situe dans la region chromosomique 
7q31, le gene OB est l'un des plus etudies. Son produit, 
la leptine, intervient dans les mecanismes de la 
satiete. La leptine est une proteine plasmatique de 16 
kDa produite par les adipocytes sous 1' action de 

15 differents stimuli. Les souris obeses de type ob/ob 
presentent un deficit du gene de la leptine ; cette 
proteine est indetectable dans le plasma de ces animaux. 
L' administration de leptine obtenue par genie genetique, 
a des souris ob/ob corrige leur hyperphagie relative et 

20 permet la normalisation de leur poids . Get effet 
anorexigene de la leptine met en jeu un recepteur du 
systeme nerveux central : le recepteur ob qui appartient 
a la famille des recepteurs aux cytokines de classe 1. 
Le recepteur ob est deficient chez les souris obeses de 

25 la race db/db. L' administration de leptine a ces souris 
est sans effet sur leur prise alimentaire et ne permet 
pas de reduction importante de leur poids. Les 
mecanismes par lesquels les recepteurs ob transmettent 
le signal de satiete ne sont pas connus avec precision. 

30 II est vrai-semblable que le neuropeptide Y soit 
implique dans cette voie de signalisation . II est 
important de preciser a ce stade que les recepteurs ob 
ne sont pas les seuls regulateurs de l'appetit. Le 
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recepteur Melanocortin 4 intervient egalement, puisque 
les souris rendues deficientes pour ce recepteur sont 
obeses (Gura, 1997) . 

La decouverte de la leptine et la caracterisat ion du 

5 recepteur de la leptine au niveau du systeme nerveux 
central ont fait naitre une nouvelle voie de recherche 
de medicaments contre l'obesite. Ce modele s'est 
cependant rapidement revele decevant . En effet, a une 
seule exception pres (Montague et al . , 1997), les genes 

10 codant pour la leptine ou pour son recepteur ob se sont 
reveles normaux chez les sujets humains obeses. De plus, 
et de fagon paradoxale, les concentrations plasmatiques 
de leptine, hormone de satiete, sont anormalement 
elevees chez la plupart des sujets humains obeses. 

15 L'essentiel des efforts de recherche therapeutique dans 
ce sens a porte sur la caracterisation de 1' effet de la 
leptine au niveau du systeme nerveux central. 

La presente invention resulte d'une focalisation de 
1' effort de recherche sur la decouverte des mecanismes 

20 d' elimination de la leptine. L'hypothese de travail la 
plus generalement admise est que les taux plasmatiques 
de leptine sont eleves chez les sujets obeses parce que 
cette hormone est produite par le tissu adipeux et que 
la masse grasse est augmentee chez les sujets obeses. 

25 Les inventeurs ont formule une hypothese differente et 
postule que les concentrations de leptine sont 
augmentees chez les obeses car la clairance de cette 
hormone est reduite. Ce deficit entraine un syndrome de 
resistance a la leptine et l'individu obese developpe 

30 une reponse adaptee aux concentrations elevees de 
leptine. Dans cette perspective, le traitement des 
sujets obeses devrait consister non pas en une 
augmentation des taux de leptine mais en une 
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normalisation de ceux-ci. A ce stade, il est essentiel 
de rappeler que les recepteurs de type ob sont des 
recepteurs de type signalisation . Ces recepteurs peuvent 
fixer la leptine au niveau de la membrane plasmique mais 

5 ne peuvent faire entrer la proteine a l'interieur de la 
cellule pour qu'elle y soit degradee. Les recepteurs ob 
ne sont pas des recepteurs d' endocytose . 

La presente invention est done relative a un 
recepteur complexe, en particulier de cellule hepatique, 

10 caracterise en ce qu' il est capable, en presence 
d'acides gras libres, de fixer des lipoproteines, et en 
absence d'acides gras libres, de fixer une cytokine, de 
preference la leptine, les lipoproteines et la cytokine 
fixees etant incorporees puis degradees par la cellule, 

15 ledit recepteur pouvant fixer en outre la proteine gClq- 
R ou une de ses proteines analogues. 

L' invention vise en outre des polypeptides 
constituants dudit recepteur, leurs sequences d'acides 
amines et d'acide nucleique ainsi que toutes sequences 

20 nucleiques obtenues a partir desdites sequences d'acide 
nucleique. Les polypeptides recombinants obtenus a 
partir desdites sequences d'acides nucleiques font aussi 
partie de 1' invention. 

L' invention comprend egalement des vecteurs de 

25 clonage et/ou d' expression contenant l'une de ces 
sequences nucleiques ainsi que les cellules hotes et 
mammiferes animaux transformes par ces vecteurs. 

L' invention comprend egalement des anticorps ou des 
derives d' anticorps specif iques dudit recepteur. 

30 L' invention concerne en outre des methodes de 

determination et de diagnostic de variability allelique, 
d'anomalie genetique ainsi que d # expression anormale du 
recepteur selon 1' invention. 
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L' invention comprend egalement des methodes de 
selection de compose chimique ou biochimique permettant 
de moduler 1' expression ou l'activite du recepteur selon 
1 ' invention . 

5 L' invention comprend enfin des composes capables de 

moduler 1' expression ou l'activite dudit recepteur, a 
titre de medicament pour la prevention de pathologies 
et/ou de pathogenies telles que l'obesite et I'anorexie, 
les hyper-lipidemies, 1 ' atherosclerose, le diabete, 

10 1 ' hypertension, et plus generalement les diverses 
pathologies associees a des anomalies du metabolisme des 
cytokines . 

La present e invention concerne done un recepteur 
complexe, en particulier de cellule hepatique, 

15 caracterise en ce qu'il est capable, en presence 
d'acides gras libres, de fixer des lipoproteines, et en 
absence d'acides gras libres, de fixer une cytokine, de 
preference la leptine, ledit recepteur pouvant fixer en 
outre la proteine gClq-R (Ghebrehiwet et al . , 1994) ou 

20 une de ses proteines analogues. 

Les inventeurs ont en effet caracterise un recepteur 
complexe, notamment hepatique, denomme recepteur LSR, 
recepteur complexe dont l'activite est double. Le 
recepteur LSR permet d'une part l'endocytose de 

25 lipoproteines, lorsqu'il est active par les acides gras 
libres, servant ainsi de voie de clairance des 
lipoproteines. Cette voie sert principalement , mais non 
exclusivement pour la clairance des particules riches en 
triglycerides d'origine intestinale (Mann et al . , 1995). 

30 Cette activite, exprimee tout particulierement au niveau 
hepatique, est dependante de la presence d'acides gras 
libres qui, en se fixant au recepteur, induisent un 
changement reversible de la conformation de ce complexe 
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et lui permettent de fixer avec une haute affinite 
differentes classes de lipoproteines comme celles 
contenant de 1 ' apoproteine B ou de 1 ' apo-proteine E. 

D' autre part, dans des conditions normales, en 

5 1' absence d'acides gras libres, le recepteur complexe 
LSR ne fixe pas les lipoproteines, mais est capable de 
fixer une cytokine, en particulier la leptine, puis de 
les internaliser et de la degrader. 

Le recepteur selon 1' invention fixe en outre la 

10 proteine gClq-R, recepteur de la proteine Clq qui est un 
des composants du complexe CI de la voie classique 
d' activation du complement. Toute proteine analogue a la 
proteine gClq-R, peut egalement se fixer au niveau du 
site de fixation de la proteine gClq-R sur le recepteur 

15 selon 1' invention. Par proteines analogues de gClq-R, on 
entend notamment les proteines homologues presentant de 
preference un taux d'homologie de sequence d'acides 
amines d'au moins 80 %, les proteines presentant au 
moins un des motifs d'un site de fixation de la proteine 

20 gClq-R sur le recepteur LSR et/ou les proteines capables 
d'interagir avec le recepteur LSR, notamment en presence 
du compose Clq ou de l'un de ses composes analogues. 

Selon 1' invention, ce recepteur complexe est en 
outre caracterise en ce que les lipoproteines fixees ou 

25 la cytokine fixee sont incorporees dans la cellule puis 
degradees, les lipoproteines fixees contenant notamment 
de 1 ' apoproteine B ou E. 

L' invention a egalement pour objet un recepteur 
complexe selon 1' invention, caracterise en ce que le 

30 compose Clq, ou un de ses composes analogues comme 
notamment AdipoQ (Hu et al . , 1996), apMl (Maeda et al , 
1996) et la cerebelline, est capable de moduler 
l'activite dudit recepteur. En particulier, le compose 
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Clq ou un de ses composes analogues, permet, en absence 
d'acide gras libre, d'accroitre la quantite de 
lipoproteines fixees sur ledit recepteur de la cellule 
et/ou d'accroitre 1 ' internalisation et la degradation 
5 desdites lipoproteines fixees par ladite cellule. 

L' invention concerne les polypeptides, caracterises 
en ce qu' ils sont un constituant du recepteur selon 
1' invention. 

II doit etre compris que 1' invention ne concerne pas 

10 les polypeptides sous forme naturelle, c'est-a-dire 
qu'ils ne sont pas pris dans leur environnement naturel 
mais qu'ils ont pu etre obtenus par purification a 
partir de sources naturelles, ou bien obtenus par 
recombinaison genetique, ou encore par synthese chimique 

15 et pouvant alors comporter des amino-acides non 
naturels, comme cela sera decrit ci-apres. 

L' invention concerne egalement les polypeptides, 
caracterises en ce que lesdits polypeptides sont des 
polypeptides equivalents, homologues ou variants de 

20 polypeptide selon 1' invention, ou un de leurs fragments. 
Ces fragments seront de preference des fragments codes 
par une sequence nucleique comportant au moins 10 bases, 
et/ou des fragments biologiquement actifs. 

L' invention concerne egalement les polypeptides, 

25 caracterises en ce qu'ils comprennent une sequence 
d'acides amines choisie parmi : 

a) une sequence d'acides amines selon la figure 2, la 
figure 4, la figure 6, la figure 8, la figure 10, la 
figure 40, la figure 42, la figure 44, la figure 49, 

30 la figure 50 ou la figure 51 ; 

b) une sequence d'acides amines de polypeptide variant 
de polypeptide de sequence d'acides amines de a) ; 
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c) une sequence d'acides amines de polypeptide 
equivalent a un polypeptide de sequence d'acides 
amines de a) ou b) ; 

d) une sequence d'acides amines de polypeptide homologue 
comportant au moins 80 % d'homologie, de preference 
au moins 90 %, avec un polypeptide de sequence 
d'acides amines de a), de b) , ou de c) ; 

e) un sequence d'acides amines d'un fragment, de 
preference biologiquement act if, de polypeptide de 
sequence d'acides amines de a), de b) , de c) , ou de 
d) . 

Font egalement partie de 1' invention, les 
polypeptides caracterises en ce qu'ils sont constitues 
d'une sequence d'acides amines choisie parmi les 
sequences d'acides amines telles que definies 
precedemment dans a) , b) , c) , d) , ou e) . 

Parmi les polypeptides selon 1' invention, on prefere 
egalement les polypeptides comprenant ou constitues par 
une sequence d'acides amines choisie parmi les sequences 
d'acides amines telles que definies precedemment dans 
a), b) , c) , d) , ou e) , caracterises en ce qu'ils sont un 
constituant du recepteur selon 1' invention. 

Parmi les polypeptides selon 1' invention, on prefere 
les polypeptides comprenant ou constitues par une 
sequence d'acides amines choisie parmi les sequences 
humaines . 

Dans la presente description, on utilisera le terme 
polypeptide pour designer egalement une proteine ou un 
peptide . 

Par polypeptide equivalent, on entendra designer un 
polypeptide ayant au moins une des activites du 
recepteur LSR, notamment l'activite de recepteur de 
lipoproteines ou de chylomicrons, l'activite de 
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recepteur de cytokine, notamment de la leptine, ou 
l'activite de recepteur de la proteine gClq-R ou une de 
ses proteines analogues. Par polypeptide equivalent, on 
entendra designer egalement tout polypeptide resultant 

5 d'epissage alternatif de la sequence nucleique genomique 
codant pour les polypeptides selon 1' invention. 

Par polypeptide homologue, on entendra designer les 
polypeptides presentant, par rapport au polypeptide 
naturel, certaines modifications comme en particulier 

10 une deletion, une troncation, un allongement , une fusion 
chimerique, et/ou une mutation, notamment ponctuelle. 
Parmi les polypeptides homologues, on prefere ceux dont 
la sequence d'acides amines presente au moins 80 %, de 
preference 90 %, d'homologie avec les sequences d'acides 

15 amines des polypeptides selon 1' invention. 

On entendra par polypeptide variant (ou variant 
proteique) 1' ensemble des polypeptides mutes pouvant 
exister, en particulier chez l'etre humain, et qui 
correspondent notamment a des troncatures, deletions 

20 et/ou additions de residus d' amino-acides, substitutions 
ou mutations, notamment ponctuelles, ainsi que les 
polypeptides variants artificiels qui seront neanmoins 
appeles polypeptides variants. Dans le cas present, les 
polypeptides variants seront notamment en partie 

25 associes a la survenue et au developpement de 1'obesite 
ou de l'anorexie. lis pourront aussi etre associes a la 
survenue et/ou au developpement des risques ou 
complications associes a I'obesite, notamment au niveau 
cardio-vasculaire, et/ou de pathologies associees a des 

30 anomalies du metabolisme des cytokines. 

Par fragment de polypeptide, on entend designer un 
polypeptide ou peptide code par un une sequence 
nucleique comportant au minimun 10 nucleotides ou bases, 
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de preference 20 bases et 30 bases. Ces fragments 
pourront notamment comporter une mutation ponctuelle, 
par comparaison a la sequence de polypeptide normal, ou 
correspondre a des sequences d'acides amines specif iques 
5 de polypeptides variants, artificiels ou existant chez 
1'homme, tels que ceux lies a un polymorphisme lie en 
particulier a l'obesite ou aux pathologies citees 
precedemment . 

Par fragment biologiquement actif, on entendra 
10 designer en particulier un fragment de sequence d'acides 
amines de polypeptide : 

- presentant au moins une des activites du recepteur 
LSR, notamment l'activite de recepteur de 
lipoproteines, de recepteur a cytokine et/ou de 

15 signalisation cellulaire, ou de recepteur a la 
proteine gClq-R, et/ou 

- capable d'etre reconnu par un anticorps specif ique du 
recepteur selon 1' invention, et/ou 

- capable d'etre reconnu par un compose pouvant, par 
20 exemple, en neutral isant la fixation d'un ligand 

specif ique dudit recepteur, moduler l'activite du 
recepteur LSR, et/ou 

- capable de moduler l'adressage et/ou la localisation 
cellulaire du recepteur LSR, et/ou 

25 - et plus generalement , const ituant un domaine ou motif 
fonctionnel du recepteur LSR. 

La presente invention a egalement pour objet les 
sequences d'acide nucleique isolees, caracterisees en ce 
qu'elles codent pour un polypeptide selon 1' invention. 
30 L' invention concerne egalement les sequences d'acide 

nucleique isolees caracterisees en ce qu'elles sont 
choisies parmi : 
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a) les sequences nucleiques selon la figure 1, la figure 
3, la figure 5, la figure 7, la figure 9, la figure 
31, la figure 38, la figure 39, la figure 41, la 
figure 43, la figure 46,1a figure 47 ou la figure 48; 

b) les sequences nucleiques de variant allelique de a) ; 

c) les sequences nucleiques mutees des sequences de a) 
ou b) ; 

d) les sequences nucleiques equivalentes des sequences 
de a) , b) ou c) ; 

e) les sequences nucleiques homologues des sequences de 
a) , b) , c) ou d) , et presentant au moins 80 % 
d' homologie, de preference 90 % ; 

f ) les fragments de sequences nucleiques a) , b) , c) , d) 
ou e) comportant au moins 10 bases ; 

g) les sequences nucleiques capables de s'hybrider 
specif iquement avec les sequences nucleiques a) , b) , 
c) , d) , e) ou f) et comportant au moins 10 bases. 

De preference, les conditions d' hybridation 
specifiques seront telles que celles definies dans les 
exemples, ou telles qu'elles assurent au moins 95 % 
d' homologie . 

Par sequence nucleique ou d'acide nucleique, on 
entend un fragment d'ADN et/ou d'ARN naturel isole, ou 
de synthese, comportant ou non des nucleotides non 
naturels, designant un enchainement precis de 
nucleotides, modifies ou non, permettant de definir un 
fragment, un segment ou une region d'un acide nucleique. 

Par sequences nucleiques equivalentes, on entend 
designer les sequences nucleiques codant pour les 
polypeptides selon 1' invention, compte tenu de la 
degenerescence du code genetique, les sequences d'ADN 
complementaire et les sequences d'ARN correspondant , 
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ainsi que les sequences nucleiques codant pour les 
polypeptides equivalents . 

Par sequences nucleiques homologues, on entend 
designer les sequences nucleiques codant pour les 

5 polypeptides homologues et/ou les sequences nucleiques 
presentant un taux d'homologie d'au moins 80 %, de 
preference 90 %. Selon 1' invention, l'homologie est 
uniquement de type statistique, elle signifie que les 
sequences presentent au minimum 80 %, et 

10 pref erentiellement 90 %, de nucleotides en commun. 

On entendra par allele ou variant allelique les 
sequences mutees naturelles correspondant a des poly- 
morphismes presents chez l'etre humain et, notamment, a 
des polymorphismes pouvant conduire a la survenue et/ou 

15 au developpement de l'obesite ou de l'anorexie. Ces 
poly-morphismes pourront aussi conduire a la survenue 
et/ou au developpement des risques ou complications 
associes a l'obesite, notamment au niveau cardio- 
vasculaire, et/ou de pathologies associees a des 

20 anomalies du metabolisme des cytokines. 

On entend par sequences nucleiques mutees, les 
sequences nucleiques comportant au moins une mutation 
ponctuelle par comparaison a la sequence normale. 

Si les sequences selon 1' invention sont en general 

25 les sequences normales, ce sont egalement les sequences 
mutees dans la mesure ou elles comportent au moins une 
mutation ponctuelle et de preference au plus 10 % de 
mutations par rapport a la sequence normale. 

De preference, la presente invention concerne des 

30 sequences nucleiques mutees dans lesquelles les 
mutations ponctuelles sont non muettes, c'est-a-dire 
qu' elles conduisent a une modification de 1 ' amino-acide 
code par rapport a la sequence normale. De fagon encore 
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preferee, ces mutations portent sur des amino-acides qui 
structurent le complexe LSR ou les domaines et fragments 
correspondants de celui-ci. Ces mutations peuvent encore 
porter sur des amino-acides portes par les regions 

5 correspondant aux sites recepteurs, aux lipoproteines ou 
aux cytokines, notamment a la leptine, ou aux sites de 
fixation des cofacteurs, notamment de la gClq-R ou des 
acides gras libres, ou encore aux sites de 
phosphorylation. Ces mutations peuvent egalement porter 

10 sur les sequences impliquees dans le transport, 
l'adressage et l'ancrage membranaire du LSR. 

De fagon generale, la presente invention s'interesse 
aussi bien aux polypeptides LSR normaux qu'aux 
polypeptides LSR mutes, ainsi qu'a leurs fragments et 

15 aux sequences d'ADN et d'ARN correspondantes , les 
polypeptides LSR designant les polypeptides du recepteur 
complexe selon 1' invention. 

Selon 1' invention, les fragments de sequences 
nucleiques peuvent notamment coder pour des domaines de 

20 polypeptide selon 1' invention ou bien etre utilises 
comme sonde ou comme amorce dans des procedes de 
detection, d' identification ou d' amplification • de 
sequence nucleique. Ces fragments presentent une taille 
minimale de 10 bases et on preferera des fragments de 20 

25 bases, et de preference 30 bases. 

Les sequences nucleiques utilisables comme amorce ou 
sonde, caracterisees en ce que leur sequence nucleique 
est une sequence de 1' invention, font egalement partie 
de 1' invention. 

30 La presente invention concerne 1' ensemble des 

amorces qui peuvent etre deduites des sequences 
nucleotidiques de 1' invention et qui peuvent permettre 
de mettre en evidence lesdites sequences nucleotidiques 
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de 1' invention, en particulier les sequences mutees, en 
utilisant notamment une methode d' amplification telle 
que la methode PCR, ou une methode apparentee. 

La presente invention concerne 1' ensemble des sondes 
5 qui peuvent etre deduites des sequences nucleotidiques 
de 1' invention, notamment des sequences capables 
d'hybrider avec elles, et qui peuvent permettre de 
mettre en evidence lesdites sequences nucleotidiques de 
1' invention, en particulier de discriminer les sequences 
10 normales des sequences mutees . 

L'ensemble des sondes et amorces selon 1' invention 
pourront etre marquees par des methodes bien connues de 
l'homme du metier, afin d'obtenir un signal detectable 
et/ou quantifiable. 
15 La presente invention concerne egalement les 

sequences nucleotidiques qui peuvent comporter des 
nucleotides non naturels, notamment des nucleotides 
soufres par exemple ou de structure a ou p. 

La presente invention concerne, bien entendu, aussi 
20 bien les sequences ADN qu'ARN ainsi que les sequences 
qui s'hybrident avec elles, de meme que les ADNs double 
brin correspondants . 

L' invention comprend aussi des methodes pour le 
criblage de banques d'ADNc et d' ADN genomique, pour le 
25 clonage des ADNc isoles, et/ou des genes codant pour le 
recepteur selon 1' invention, et pour leurs promoteurs 
et/ou regulateurs, caracterisees en ce qu' elles mettent 
en oeuvre une sequence nucleique selon 1' invention. 
Parmi ces methodes, on peut citer notamment : 
30 - le criblage de banques d'ADNc et le clonage des ADNc 
isoles (Sambrook et al . , 1989 ; Suggs et al . , 1981 ; 
Woo et al . , 1979), a l'aide des sequences nucleiques 
selon 1' invention ; 
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- le criblage de banques d' etiquettes d' extremites 5' 
(WO 96/34981) pour des sequences nucleiques selon 
1' invention, et ainsi l'isolement d' etiquettes 
permettant le clonage d'ADNc complets et des 

5 promoteurs correspondants a partir de banques d'ADN 
genomique ; 

- le criblage de banques de BACs (Chumakov et al . , 
1992 ; Chumakov et al . , 1995) et une analyse genetique 
en FISH (Cherif et al . , 1990) a 1'aide de sequences 

10 selon 1' invention, permettant la localisation 

chromosomique, puis le sequengage complet des genes 
codant pour le complexe LSR. 

Est egalement comprise dans 1' invention, la sequence 
d'acide nucleique genomique codant pour le recepteur 

15 selon 1' invention, ou un de ses variants alleliques, les 
sequences mutees, equivalentes ou homologues, ou un de 
leurs fragments, caracterisee en ce qu'elle est 
susceptible d'etre obtenue par une des methodes 
precedentes selon 1' invention, ou une sequence capable 

20 de s'hybrider avec lesdites sequences. 

Sont egalement comprises dans 1' invention, les 
sequences d'acide nucleique de promoteur et/ou de 
regulateur de gene codant pour le recepteur selon 
1' invention, ou un de leurs variants alleliques, les 

25 sequences mutees, equivalentes ou homologues, ou un de 
leurs fragments, caracterisees en ce qu'elles sont 
susceptibles d'etre obtenues par une des methodes 
precedentes selon 1' invention, ou les sequences capables 
de s'hybrider avec lesdites sequences. 

30 Parmi les fragments nucleiques pouvant etre 

interessants, notamment pour le diagnostic, il faut 
citer par exemple les sequences genomiques introniques 
du gene du complexe LSR, comme notamment les sequences 
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jonctions entre les introns et les exons, normales ou 
mutees . 

Les sequences d'acide nucleique utilisables comme 
oligonucleotides sens ou ant i -sens, caracterisees en ce 

5 que leurs sequences sont choisies parmi les sequences 
selon 1' invention, font partie de 1' invention. 

Parmi les fragments d'acides nucleiques 
interessants, il faut ainsi citer en particulier les 
oligonucleotides anti-sens, c'est-a-dire dont la 

10 structure assure, par hybridation avec la sequence 
cible, une inhibition de 1' expression du produit 
correspondant . II faut egalement citer les 
oligonucleotides sens qui, par interaction avec des 
proteines impliquees dans la regulation de 1' expression 

15 du produit correspondant, induiront soit une inhibition, 
soit une activation de cette expression. 

Les sequences portant des mutations pouvant 
intervenir dans les sequences promotrices et/ou 
regulatrices des genes du complexe LSR, lesquelles 

20 peuvent avoir des effets sur 1' expression des proteines 
correspondantes, notamment sur leur niveau d' expression, 
font egalement partie des sequences precedentes selon 
1 ' invention. 

II est en effet possible, a partir des sequences 
25 genomiques des genes du complexe LSR, d' identifier les 
polymorphismes presents sur ces genes, leurs promoteurs 
et/ou regulateurs, dans une population de sujets 
humains, et de fagon plus specif ique de patients obeses 
ou atteints des pathologies mentionnees precedemment . 
30 Dans ce qui va suivre, on nommera les sequences 

d'ADN precedentes genes du complexe LSR, qu'il s'agisse 
de sequences normales ou pathologiques . 
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II doit etre compris que la presente invention ne 
concerne pas les sequences nucleot idiques genomiques 
dans leur environnement chromosomique naturel, c'est-a- 
dire a 1'etat naturel. II s'agit de sequences qui ont 
5 ete isolees, c'est-a-dire qu'elles ont ete prelevees 
directement ou indirectement , par exemple par copie 
(ADNc) , leur environ-nement ayant ete au moins 
partiellement modifie. 

Ainsi, il peut s'agir aussi bien d' ADNc que d'ADN 
10 genomique partiellement modifie ou porte par des 
sequences au moins partiellement differentes des 
sequences les portant naturellement . 

Ces sequences pourront egalement etre qualifiees de 
non naturelles. 

15 L' invention comprend egalement les vecteurs de 

clonage et/ou d' expression contenant une sequence 
d'acide nucleique selon 1' invention. 

Les vecteurs selon 1' invention, caracterises en ce 
qu'ils comportent les elements permettant l'expression 

20 et/ou la secretion desdites sequences une cellule hote, 
font egalement partie de 1' invention. 

Lesdits vecteurs comporteront de preference un 
promoteur, des signaux d' initiation et de terminaison de 
la traduction, ainsi que des regions appropriees de 

25 regulation de la transcription. lis doivent pouvoir etre 
maintenus de fagon stable dans la cellule et peuvent 
eventuellement posseder des signaux particuliers 
specif iant la secretion de la proteine traduite. 

Ces differents signaux de controle sont choisis en 

30 fonction de l'hote cellulaire utilise. A cet effet, les 
sequences d' acide nucleique selon 1 ' invention peuvent 
etre inserees dans des vecteurs a replication autonome 
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au sein de I'hote choisi, ou des vecteurs integratifs de 
I'hote choisi. 

Parmi les syst ernes a replication autonome, on 
utilisera de preference en fonction de la cellule hote, 

5 des systemes de type plasmidique ou viral, les virus 
vecteurs pouvant notamment etre des adenovirus 
(Perricaudet et al . , 1992), des retrovirus, des poxvirus 
ou des virus herpetiques (Epstein et al . , 1992). L'homme 
du metier connait les technologies utilisables pour 

10 chacun de ces systemes . 

Lorsque l'on souhaitera 1 ' integration de la sequence 
dans les chromosomes de la cellule hote, on pourra 
utiliser par exemple des systemes de type plasmidique ou 
viral ; de tels virus seront, par exemple, les 

15 retrovirus (Temin, 1986) , ou les AAV (Carter, 1993) . 

De tels vecteurs seront prepares selon les methodes 
couramment utilisees par l'homme du metier, et les 
clones en resultant peuvent etre introduits dans un hote 
approprie par des methodes standard, t el les que par 

20 exemple la lipofection, 1 ' electroporat ion, le choc 
thermique . 

L' invention comprend en outre les cellules hotes, 
notamment les cellules eucaryotes et procaryotes, 
transformees par les vecteurs selon 1' invention ainsi 

25 que les mammiferes, excepte 1' Homme, comprenant une 
desdites cellules transformees selon 1' invention. 

Parmi les cellules utilisables a ces fins, on peut 
citer bien entendu les cellules bacteriennes (Olins et 
Lee, 1993) , mais egalement les cellules de levure 

30 (Buckholz, 1993) , de meme que les cellules animales, en 
particulier les cultures de cellules de mammiferes 
(Edwards et Aruf fo, 1993) , et notamment les cellules 
d'ovaire de hamster chinois (CHO) , mais egalement les 
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cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des 
procedes mettant en oeuvre des baculovirus par exemple 
(Luckow, 1993) . Un hote cellulaire prefere pour 
1' expression des proteines de 1' invention est constitue 
5 par les cellules CHO. 

Parmi les mammiferes selon 1' invention, on preferera 
des animaux tels que les souris, les rats ou les lapins, 
exprimant un polypeptide selon 1' invention, le phenotype 
correspondant au recepteur LSR normal ou variant, 
10 notamment mute d'origine humaine. 

Parmi les modeles animaux plus particulierement 
interessants ici, on trouve notamment : 

- les animaux transgeniques presentant un deficit d'un 
des composants du LSR. lis sont obtenus par 

15 recombinaison homologue sur cellules souches 
embryonnaires, transfert de ces cellules souches a des 
embryons, selection des chimeres affectees au niveau 
des lignees reproductrices , et croissance desdites 
chimeres ; 

20 - les souris transgeniques surexprimant l'un ou 
plusieurs des genes du complexe LSR d'origine murin 
et/ou humain. Les souris sont obtenues par 
transfection de copies multiples des genes du complexe 
LSR sous controle d'un promoteur puissant de nature 

25 ubiquitaire, ou selectif d'un type de tissu, de 
preference le foie ; 

- les animaux (de preference souris) transgeniques 
rendus deficients pour l'un ou plusieurs des genes du 
complexe LSR, par inactivation a l'aide du systeme 

30 LOXP/CRE recombinase (Rohlmann et al . , 1996) ou de 
tout autre systeme d' inactivation de 1' expression d'un 
gene a un age precis de 1' animal ; 
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- les animaux (de preference rats, lapins, souris) 
surexprimant I'un ou plusieurs des genes du complexe 
LSR, apres transcription virale ou therapie genique ; 

- les croisements d' animaux deficients pour le LSR 
5 (notamment souris) , avec des animaux deficients pour, 

ou surexprimant : 

> le LDL recepteur (Herz et al . , 1995 ; Ishibashi et 
al., 1993), 

> la lipase hepatique (Homanics et al . , 1995 
10 Kobayashi et al . , 1996), 

> l'apoproteine B (Purcellhuynh et al . , 1995 ; Fan et 
al., 1995), 

> l'apoproteine E (Plump et al . , 1992 ; Zhang et al . , 
1992 ; Huang et al . , 1996), 

15 > I'apoCIII (Aalto-Setala et al . , 1992 ; Ito et al . , 

1990 ; Maeda et al . , 1994). 

L'obtention d' animaux transgeniques , et les 
transf ections, virales ou non virales, seront menes de 
fagon preferee sur les lignees de rats et souris 
20 suivantes : 

- rat Zucker (fa/fa) (Iida et al . , 1996), 

- souris AKR/J (West et al . , 1992), 

- souris ob/ob (Zhang et al., 1994), 

- souris ob2j/ob2j (ibid) , 

25 - souris tubby (Kleyn et al . , 1996 ; Nobben-Trauth et 
al., 1996), 

- fat/fat (Heldin et al . , 1995), 

- souris agouti (Lu et al . , 1994 ; Manne et al . , 1995), 

- souris db/db (Chen et al . , 1996). 

30 L' invention concerne egalement 1' utilisation d'une 

sequence d'acide nucleique selon 1' invention comme sonde 
ou amorce, pour la detection et/ou 1 ' amplification de 
sequence d'acide nucleique selon 1' invention. 
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L' invention concerne egalement 1 ' utilisation d'une 
sequence d'acide nucleique selon 1' invention pour la 
production de polypeptides recombinants ou synthetiques . 
Les polypeptides obtenus par synthese chimique et 
5 pouvant comporter des amino-acides non naturels 
correspondant auxdits polypeptides recombinants, sont 
egalement compris dans 1' invention. 

Les polypeptides recombinants obtenus comme indique 
ci-dessus, peuvent aussi bien se presenter sous forme 
10 glycosylee que non glycosylee et peuvent presenter ou 
non la structure tertiaire naturelle. 

Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des 
sequences d'acide nucleique definies ci-dessus, selon 
les techniques de production de polypeptides 
15 recombinants connues de l'homme du metier. Dans ce cas, 
la sequence d'acide nucleique utilisee est placee sous 
le controle de signaux permettant son expression dans un 
hote cellulaire. 

Un systeme efficace de production d'un polypeptide 
20 recombinant necessite de disposer d'un vecteur et d'une 
cellule hote selon 1' invention. 

Ces cellules peuvent etre obtenues par 
1' introduction dans des cellules hotes d'une sequence 
nucleotidique inseree dans un vecteur tel que defini ci- 
25 dessus, puis la mise en culture desdites cellules dans 
des conditions permettant la replication et/ou 
1' expression de la sequence nucleotidique transfectee. 

Ces cellules sont utilisables dans une methode de 
production d'un polypeptide recombinant selon 
30 1' invention et peuvent egalement servir a titre de 
modele d' analyse et de criblage . 

La methode de production d'un polypeptide de 
1' invention sous forme recombinante est elle-meme 
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comprise dans la presente invention, et se caracterise 
en ce que l'on cultive les cellules transf ormees dans 
des conditions permettant 1' expression d'un polypeptide 
recombinant de sequence d'acide nucleique selon 
5 1' invention, et que l'on recupere ledit polypeptide 
recombinant . 

Les polypeptides recombinants, caracterises en ce 
qu'ils sont susceptibles d'etre obtenus par ladite 
methode de production, font egalement partie de 

10 1' invention. 

Les procedes de purification de polypeptide 
recombinant utilises sont connus de 1'homme du metier. 
Le polypeptide recombinant peut etre purifie a partir de 
lysats et extraits cellulaires, du surnageant du milieu 

15 de culture, par des methodes utilisees individuellement 
ou en combinaison, telles que le f ractionnement , les 
methodes de chromatographie, les techniques 

d' immunoaf finite a l'aide d' anticorps mono ou 
polyclonaux specifiques, etc.. 

20 Une variante preferee consiste a produire un 

polypeptide recombinant fusionne a une proteine 
«porteuse» (proteine chimere) . L'avantage de ce systeme 
est qu'il permet une stabilisation et une diminution de 
la proteolyse du produit recombinant, une augmentation 

25 de la solubilite au cours de la renaturation in vitro 
et/ou une simplification de la purification lorsque le 
partenaire de fusion possede une affinite pour un ligand 
specif ique . 

Les anticorps mono ou polyclonaux ou leurs 
30 fragments, anticorps chimeriques ou immunoconjugues, 
caracterises en ce qu'ils sont capables de reconnaitre 
specif iquement un polypeptide ou un recepteur selon 
1' invention, font partie de 1' invention. 



Des anticorps polyclonaux specifiques peuvent etre 
obtenus a partir d'un serum d'un animal immunise centre, 
par exemple : 

- le recepteur LSR purifie a partir de membranes de 
5 cellules presentant ledit recepteur LSR, par des 

methodes bien connues de l'homme de l'art comme la 
chromatographie d'af finite en utilisant par exemple de 
la leptine recombinante comme ligand specif ique, ou 

- un polypeptide selon 1' invention, notamment produit 
10 par recombinaison genetique ou par synthese 

peptidique, selon les modes operatoires usuels, a 
partir d'une sequence d'acide nucleique selon 
1 ' invention . 

On notera notamment l'interet d' anticorps 
15 reconnaissant de fagon specifique certains polypeptides 
equivalents, variants, ou fragments, notamment bio- 
logiquement actifs, selon 1' invention. 

Les anticorps monoclonaux specifiques peuvent etre 
obtenus selon la methode classique de culture 
20 d'hybridomes decrite par Kohler et Milstein, 1975. 

Les anticorps selon 1' invention sont, par exemple, 
des anticorps chimeriques, des anticorps humanises, des 
fragments Fab ou F(ab')2. lis peuvent egalement se 
presenter sous forme d' immunoconjugues ou d' anticorps 
25 marques afin d'obtenir un signal detectable et/ou 
quantifiable . 

L' invention concerne egalement des methodes pour la 
detection et/ou la purification d'un polypeptide selon 
1' invention, caracterisees en ce qu'elles mettent en 
30 oeuvre un anticorps selon 1' invention. 

L' invention comprend en outre des polypeptides 
purifies, caracterises en ce qu'ils sont obtenus par une 
methode selon 1' invention. 
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Par ailleurs, outre leur utilisation pour la 
purification des polypeptides, les anticorps de 
1' invention, en particulier les anticorps monoclonaux, 
peuvent egalement etre utilises pour la detection de ces 

5 polypeptides dans un echantillon biologique . 

lis constituent ainsi un moyen d' analyse immuno- 
cytochimique ou immunohistochimique de 1' expression de 
polypeptide du recepteur LSR sur des coupes de tissus 
specif iques, par exemple par immunofluorescence, 

10 marquage a 1'or, immunoconjugues enzymatiques . 

lis permettent notamment de mettre en evidence une 
expression anormale de ces polypeptides dans les tissus 
ou prelevements biologiques, ce qui les rend utiles pour 
la detection d' expression anormale du recepteur LSR ou 

15 pour le suivi de 1' evolution de methode de prevention ou 
de traitement. 

Plus generalement , les anticorps de 1' invention 
peuvent etre avantageusement mis en oeuvre dans toute 
situation ou 1' expression d'un polypeptide de recepteur 

20 LSR doit etre observee. 

Font egalement partie de 1' invention, les methodes 
de determination d'une variability allelique, d'une 
mutation, d'une deletion, d'une perte d' heterozygotie ou 
d'une anomalie genet ique, caracterisees en ce qu'elles 

25 mettent en oeuvre une sequence d'acide nucleique selon 
1 ' invention. 

Ces methodes de diagnostic visent par exemple les 
methodes de diagnostic de predisposition a l'obesite, 
aux risques associes, ou aux pathologies associees a des 
30 anomalies du metabolisme des cytokines, en determinant a 
partir d'un prelevement biologique du patient la 
presence de mutations dans au moins une des sequences 
decrites precedemment . Les sequences d'acides nucleiques 
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analysees pourront aussi bien etre de 1'ADN genomique, 
de l'ADNc, ou de l'ARNm. 

Les outils d'acides nucleiques bases sur la presente 
invention pourront egalement permettre un diagnostic 

5 positif et differentiel chez un malade pris isolement. 
lis seront de preference utilises pour un diagnostic 
pre -symptomat ique chez un sujet a risque, notamment avec 
antecedent familial. II est egalement possible de 
prevoir un diagnostic ante-natal. 

10 En outre, la mise en evidence d'une mutation 

specif ique peut permettre un diagnostic evolutif, 
notamment quant a l'intensite de la pathologie ou a 
1'epoque probable de son apparition. 

Les methodes permettant de mettre en evidence la 

15 mutation dans un gene par rapport au gene naturel sont, 
bien entendu, tres nombreuses. On peut essent iellement 
les diviser en deux grandes categories. Le premier type 
de methode est celui dans lequel la presence d'une 
mutation est detectee par comparaison de la sequence 

20 mutee avec la sequence correspondante naturelle non 
mutee, et le second type est celui dans lequel la 
presence de la mutation est detectee de fagon indirecte, 
par exemple par evidence de misappariements dus a la 
presence de la mutation. 

25 Parmi les methodes de determination d'une 

variability allelique, d'une mutation, d'une deletion, 
d'une perte d' heterozygotie ou d'une anomalie genet ique, 
on prefere les methodes comprenant au moins une etape 
d' amplification dite par PGR (reaction en chaine par la 

30 polymerase) ou par PCR-like de la sequence cible selon 
1' invention susceptible de presenter une anomalie a 
l'aide de couple d' amorces de sequences nucleot idiques 
selon 1' invention. Les produits amplifies pourront etre 
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traites a l'aide d' enzyme de restriction approprie avant 
de proceder a la detection ou au dosage du produit 
cible . 

Par PCR-like on entendra designer toutes les 
methodes mettant en oeuvre des reproductions directes ou 
indirectes des sequences d'acides nucleiques, ou bien 
dans lesquelles les systemes de marquage ont ete 
amplifies, ces techniques sont bien entendu connues , en 
general il s'agit de 1' amplification de l'ADN par une 
polymerase ; lorsque 1' echantillon d'origine est un ARN 
il convient prealablement d'effectuer une transcription 
reverse. II existe actuellement de tres nombreux 
procedes permettant cette amplification, par exemple les 
methodes dites NASBA «Nucleic Acid Sequence Based 
Amplif ication» (Compton, 1991) , TAS «Transcription based 
Amplification System» (Guatelli et al . , 1990), LCR 
«Ligase Chain Reaction» (Landegren et al . , 1988), «Endo 
Run Amplif ication» (ERA) , «Cycling Probe Reaction» 
(CPR) , et SDA «Strand Displacement Amplification 
(Walker et al . , 1992), bien connues de l'homme du 
metier . 

L' invention comprend en outre les methodes de 
diagnostic de pathologies et/ou de pathogenies correlees 
a une expression anormale de polypeptide et/ou de 
recepteur selon 1' invention, caracterisees en ce que 
l'on met en contact un anticorps selon 1' invention avec 
le materiel biologique a tester, dans des conditions 
permettant la formation eventuelle de complexes 
immunologiques specifiques entre ledit polypeptide et 
ledit anticorps et en ce que l'on detecte les complexes 
immunologiques eventuellement formes . 

Les mutations d'un ou des gene(s) du complexe LSR 
peuvent etre responsables de differentes modifications 
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15 



de leurts) produit(s), edifications utilisables pour 
una approcne diagnostic. En effet, lee 

• - -nit* oeuvent permettre la raise au point 
d'antigemcite peuvenu y 

- -*^ 10 e La discrimination aes 
d'anticorps specif iques. La a 

aiff erentes conformations du LSR peut etre realisee par 

ces methodes. Toutes ces modifications peuvent etre 

■-,■-«, Hans une approche diagnostique grace a 
utilisees dans une <x VV 

p lu sieurs m.thodes bl» «»™. basees sur 1'utrlrsatron 
d'anticorps mono ou polyclonal reconnaissant la 
polypeptide normal ou des variants «.*.. comme par 
exemple par RIA ou par ELISA. 

Ces methodes de diagnostic visent egalement les 
Rhodes de diagnostic par imagerie in vivo ou ex vxvo 
en utilisant les anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
selon 1- invention, particulierement ceux marques et 
correspondant a tout ou partie des polypeptides mutes 
Umagerie a Vaide d'anticorps couples a une molecule 
detectable en imagerie de type PET-scan, par exemple) . 

L . invention concerns egalement ^utilisation de 
cellules, de mammif.re ou de polypeptide selon 
1- invention, pour 1'Stude de 1' expression et de 
VactivitS du rfcepteur selon !■ invention, et des 
interactions directes ou indirectes entre ledxt 
recepteur et des compost chimiques ou biochrmrques 

■ t ^n=! l'activite dudit recepteur. 

; pouvant etre impliques dans 1 acciviu 

L' invention concerne egalement 1' utilisation de 
cellule, de mammifere ou de polypeptide selon 
invention, pour la criblage de compose cnimique ou 

-int-praair directement ou 
biochimique pouvant mteragir 

, 0 indirectement avec le recepteur selon 1« invention, et/ou 
capable de moduler r expression ou l'activite dudit 
recepteur . 
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Sont egalement comprises dans 1' invention, les 
methodes de selection de compose chimique ou biochimique 
capable d'interagir, directement ou indirectement avec 
le recepteur selon 1' invention, et/ou permettant de 
5 moduler 1' expression ou l'activite dudit recepteur, 
caracterisees en ce qu'elles mettent en oeuvre une 
cellule, un mammifere ou un polypeptide selon 
1' invention. 

Les composes chimiques ou biochimiques , caracterises 

10 en ce qu'il sont capables d'interagir, directement ou 
indirectement, avec le recepteur selon 1' invention, font 
partie de 1' invention. 

Les composes chimiques ou biochimiques, caracterises 
en ce qu' ils permettent de moduler 1' expression ou 

15 l'activite du recepteur selon 1' invention, font 
egalement partie de 1' invention. 

Les composes chimiques ou biochimiques caracterises 
en ce qu'ils sont selectionnes par lesdites methodes 
definies ci-dessus font egalement partie de 1' invention. 

20 En particulier, parmi ces composes selon 

1' invention, on prefere une leptine ou un de ses 
composes derives, de preference un de ses variants 
proteiques, ou des leptines modifiees chimiquement ou 
obtenues par recombinaison genet ique, ou un de leurs 

25 fragments. 

Les cellules ou mammiferes transformes tels que 
decrits precedemment pourront egalement etre utilises a 
titre de modeles afin d'etudier les interactions entre 
les polypeptides du complexe LSR, entre ceux-ci et leurs 

30 partenaires, composes chimiques ou proteiques, impliques 
directement ou indirectement dans les activites de 
recepteur aux lipoproteines ou de recepteur aux 
cytokines, et notamment a la leptine, et afin d'etudier 
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les differents mecanismes et interactions mis en jeu 
selon le type d' activite, ou selon qu'il s'agit d'un 
complexe normal, ou dont l'un au moins des domaines est 
un variant . 

5 Surtout, ils pourront etre utilises pour la 

selection de produits interagissant avec le complexe 
LSR, ou l'un de ses domaines, normal (aux) ou variant (s), 
a titre de cofacteur, ou d' inhibiteur , notamment 
competitif, ou encore ayant une activite agoniste ou 

10 antagoniste sur les changements conf ormat ionnels du 
complexe LSR. De preference, on utilisera lesdites 
cellules transformees a titre de modele permettant, 
notamment, la selection de produits permettant de lutter 
contre l'obesite ou les pathologies mentionnees ci- 

15 dessus. Lesdites cellules pourront encore servir pour la 
mise en evidence des risques potentiels presentes par 
certains composes. 

On entend designer par composes permettant de 
moduler 1' expression ou 1' activite du recepteur, les 

20 composes qui permettent notamment de reduire, de 
stabiliser ou d'augmenter le nombre, la vitesse de 
recyclage et/ou le changement de conformation du 
recepteur selon 1' invention, ou, de favoriser ou 
d'inhiber 1' activite globale ou 1' activite d'un des 

25 domaines dudit recepteur ou encore de retablir 
1' expression normale dudit recepteur dans le cas, par 
exemple, ou une anomalie genet ique est constatee. Ces 
composes pourront par exemple interagir en tant que 
ligands specif iques dudit recepteur ou d'un de ses 

30 domaines a titre de cofacteur, ou d' inhibiteur , 
notamment competitif, ou encore ayant une activite 
agoniste ou antagoniste sur les changements 
conf ormat ionnels du complexe. Ces composes pourront 
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egalement interagir en neutralisant les ligands 
specifiques naturels dudit recepteur et en inhibant 
ainsi I'activite du recepteur induite par ces ligands. 

Parmi ces composes, on prefere les composes 

5 permettant de moduler le nombre de polypeptides dudit 
recepteur, sa vitesse de recyclage et/ou la selectivity 
de leur activite. 

Sont egalement preferes les composes selon 
1' invention, caracterises en ce qu'ils permettent une 

10 augmentation de I'activite totale ou de 1' expression du 
recepteur selon 1' invention, et/ou une augmentation 
specif ique de I'activite de clairance aux cytokines, 
notamment a la leptine, dudit recepteur, et/ou une 
augmentation specif ique de I'activite de clairance aux 

15 lipoproteines, dudit recepteur. 

On prefere egalement les composes caracterises en ce 
qu'ils permettent une diminution de I'activite totale ou 
de 1' expression du recepteur selon 1' invention, et/ou 
une diminution specif ique de I'activite de clairance aux 

20 cytokines, notamment a la leptine, dudit recepteur, 
et/ou une diminution specif ique de I'activite de 
clairance aux lipoproteines, dudit recepteur. 

Egalement preferes sont les composes caracterises en 
ce qu'ils permettent une modulation de 1 ' elimination des 

25 cytokines, notamment de la leptine, et/ou une modulation 
de 1 ' elimination des lipoproteines, des residus de 
chylomicrons, et/ou des triglycerides. 

L' invention comprend egalement les composes selon 
1' invention, caracterises en ce qu'ils permettent une 

30 modulation du taux de cytokines, notamment de la 
leptinemie, et/ou une modulation du taux des 
lipoproteines, des residus de chylomicrons, et/ou des 
triglycerides . 



33 

On prefere plus part iculierement les composes selon 
1' invention, caracterises en ce qu'ils permettent un 
controle du taux de cytokines, notamment de la 
leptinemie . 

De fagon egalement preferee, 1' invention comprend 
les composes selon 1' invention, caracterises en ce 
qu'ils permettent un controle, de preference une 
diminution, du taux de lipoproteines , une diminution de 
la concentration plasmatique de residus de chylomicrons, 
et/ou une diminution de la triglyceridemie . 

Parmi les composes les plus preferes, on prefere 
ceux, caracterises en ce qu'ils sont choisis parmi : 

a) un anticorps selon 1' invention ; 

b) un polypeptide selon 1' invention ; 

c) un polypeptide selon 1' invention, caracterise en ce 
qu'il correspond a une -forme soluble du recepteur 
selon 1' invention ; 

d) le compose Clq, un de ses composes analogues, un de 
ses variants ou un de leurs fragments ; 

e) la proteine gClq-R, une de ses proteines analogues, 
un de ses variants ou un de leurs fragments ; 

f) un vecteur selon 1' invention ; 

g) un vecteur selon 1' invention, caracterise en ce qu'il 
presente a sa surface exterieure un site de 
reconnaissance specifique des cellules hepatiques ; 

h) un vecteur selon 1' invention, caracterise en ce que 
le produit d' expression de l'acide nucleique insere 
par le vecteur dans la cellule cible, est, soit ancre 
dans ou soit excrete par ladite cellule cible 
trans forme e ; 

i) un oligonucleotide sens ou ant i- sens selon 
1' invention ; 
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j) une leptine, ou un de ses variants proteiques, ou une 
leptine modifiee chimiquement ou par recombinaison 
genet ique, ou un de leurs fragments. 

L' invention concerne enfin les composes selon 
5 1' invention a titre de medicament. 

On prefere notamment les composes selon 1' invention 
a titre de medicament pour la prevention et/ou le 
traitement de pathologies et/ou de pathogenies liees aux 
troubles du comportement alimentaire. 
10 On prefere egalement les composes selon 1' invention 

a titre de medicament pour la prevention et/ou le 
traitement de pathologies et/ou de pathogenies liees aux 
troubles du metabolisme des cytokines. 

De fagon preferee, 1' invention concerne egalement 
15 les composes selon 1' invention a titre de medicament 
pour la prevention ou le traitement de l'obesite ou de 
1 ' anorexie . 

Les composes selon 1' invention, a titre de 
medicament pour la prevention et/ou le traitement de 

20 pathologies et/ou de pathogenies associees a, ou 
induites par l'obesite, sont les composes preferes. 

En particulier, on prefere les composes selon 
1' invention, a titre de medicament pour la prevention 
et/ou le traitement de 1 ' insuf f isance cardiaque, de 

25 1 ' insuf f isance coronarienne, des accidents vasculaires 
cerebraux, de la maladie atheromateuse, de I'athero- 
sclerose, de 1 ' hypertension arterielle, du diabete non 
insulino-dependant , de 1 ' hyper lip idemie et/ou de 
1 ' hyper-uricemie . 

30 Les plus preferes sont les composes selon 

1' invention, a titre de medicament pour la prevention 
et/ou le traitement de la maladie atheromateuse et/ou de 
1 ' athero-sclerose . 
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Enfin, 1' invention comprend des composes selon 
1' invention pour la prevention et/ou le traitement par 
therapie genique, de pathologies et/ou de pathogenies 
liees aux troubles du comportement alimentaire, de 
l'obesite et/ou de pathologies et/ou de pathogenies 
associees a, ou induites par, l'obesite. 

Les composes de 1' invention en tant que principes 
act if s de medicament, seront pref erentiellement sous 
forme soluble, associes a un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable . 

De tels composes utilisables a titre de medicament 
off rent une nouvelle approche pour prevenir et/ou 
traiter les pathologies et/ou pathogenies liees aux 
troubles du comportement alimentaire telles que 
l'obesite ou l'anorexie, et les risques et/ou 
complications associes. 

De preference, ces composes seront administres par 
voie systemique, en particulier par voie intraveineuse, 
par voie intramusculaire, intradermique ou par voie 
orale . 

Leurs modes d' administration, posologies et formes 
galeniques optimaux peuvent etre determines selon les 
criteres generalement pris en compte dans 
1 ' etablissement d'un traitement adapte a un patient 
comme par exemple l'age ou le poids corporel du patient, 
la gravite de son etat general, la tolerance au 
traitement et les effets secondaires constates, etc.. 

Comme mentionne precedemment , selon les cas, il 
pourra convenir d' amplifier l'activite du LSR, en 
promouvant par exemple 1' expression de ses genes ou en 
augmentant l'activite de leurs produits d' expression, 
dans les cas pathologiques provenant du fait que l'un au 
moins de ces genes n'est pas exprime, insuf f isamment 
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exprime ou exprime sous une forme anormale qui ne permet 
pas au produit d' expression de remplir ses fonctions, ou 
au contraire de reprimer une surexpression, ou une 
expression anormale de ces genes. II convient done de 

5 pallier de fagon generale la carence ou la surexpression 
de produits d' expression de ce gene par une therapie 
dite « de remplacement » permettant 1 ' amplification ou 
la diminution des activites du complexe LSR. 

La therapie de remplacement pourra etre effectuee 

10 par therapie genique, e'est-a-dire en introduisant les 
sequences d'acide nucleique selon 1' invention et/ou les 
genes correspondants avec les elements qui permettent 
leur expression in vivo, dans le cas ou l'un des genes 
est insuf f isamment exprime par exemple, ou bien 

15 lorsqu'il est exprime sous une forme anormale. 

Les principes de la therapie genique sont connus . On 
peut utiliser des vecteurs viraux selon 1' invention ; il 
est egalement possible de prevoir des vecteurs non 
viraux, e'est-a-dire synthetiques, qui miment des 

20 sequences virales ou bien qui sont constitues par de 
l'ADN ou de l'ARN nu selon la technique developpee 
notamment par la societe VICAL. 

Dans la plupart des cas, il faudra prevoir des 
elements de ciblage assurant une expression specifique 

25 du foie de fagon a pouvoir limiter les zones 
d' expression des proteines qui restent impliquees dans 
la clairance de la leptine et celle des lipoproteines . 
II est meme interessant, dans certains cas, d' avoir des 
vecteurs d' expression transitoire ou au moins 

30 d' expression controlee que l'on pourra bloquer lorsque 
cela sera necessaire. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaissent dans la suite de la description 
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avec les exemples et les figures ciont les legendes sont 
representees ci-apres. 

Legendes des figures 

FIGURE 1 : Sequence nucleique de l'ADNc de rat LSR-Rn- 
2097. 

FIGURE 2 : Sequence peptidique de la proteine LSR 66 de 
rat . 

FIGURE 3 : Sequence nucleique de l'ADNc de rat LSR-Rn- 
2040 . 

FIGURE 4 : Sequence peptidique de la proteine LSR 64 de 
rat . 

FIGURE 5 : Sequence nucleique de l'ADNc de rat LSR-Rn- 
1893 . 

FIGURE 6 : Sequence peptidique de la proteine LSR 58 de 
rat . 

FIGURE 7 : Sequence nucleique de l'ADNc humain LSR-Hs- 
2021. 

FIGURE 8 : Sequence peptidique de la proteine LSR 
humaine de 643 acides amines. 

FIGURE 9 : Sequence nucleique de l'ADNc humain LSR-Hs- 
1817. 
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FIGURE 10 : Sequence peptidique de la proteine LSR 
humaine de 575 acides amines. 

FIGURE 11 : Identification du recepteur LSR par ligand 
et Western blotting. 

Le ligand blotting est realise sur des proteines 
solubilisees de membranes de foie de rat (35-50 mg de 
proteine par gel) . Apres electrotransf ert d'une partie 
du gel, les bandelettes de nitrocellulose sont incubees 
en absence (ligne 1) ou en presence (ligne 2) de 800 juM 
d'oleate et de 125 I-LDL. Les trois bandes identifiees 
comme responsables de l'activite LSR sont caracterisees 
par un poids moleculaire apparent de 240 kDa, 115 kDa et 
90 kDa (ligne 2) . 

La proteine correspondant a 240 kDa est ensuite 
purifiee par electroelution du gel de polyacrylamide . La 
ligne 3 presente le resultat d'un ligand blotting 
effectue dans les memes conditions sur la proteine de 
240 kDa ainsi partiellement purifiee (80 /ig/ligne) . 

La ligne 4 presente le resultat d'un Western 
blotting conduit sur une preparation similaire de 
proteines solubilisees de membranes de foie de rat, 
utilisant des anticorps anti-LSR comme premiers 
anticorps et des anticorps de chevre anti-IgG de lapin 

125 

marques a l'iode I comme seconds anticorps. 
FIGURE 12 : Effet d' anticorps anti-LSR sur l'activite 
LSR de membranes plasmiques ou de cultures primaires 
d' hepatocytes de rat. 

A. On mesure la fixation d' 125 I-LDL, induite par 
I'oleate, sur les membranes plasmiques d' hepatocytes de 
rat, en presence de concentrations croissantes 
d'anticorps anti-LSR (v) ou d'un anticorps controle (o) . 
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Les resultats sont representes en % de la quantite 
totale d /125 I-LDL fixee en absence d'anticorps. 

B. On mesure la fixation, 1 ' incorporation et la 
degradation de 1 ' 125 I-LDL, induite par l'oleate, dans des 
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hepatocytes en culture primaire, en presence 
d'anticorps anti-LSR (v) ou d'un anticorps controle (o) . 
Les resultats sont representes en % de fixation, 

125 

incorporation et degradation totale d' I-LDL mduite 
5 par 1'oleate en presence d'anticorps non specif iques. 

FIGURE 13 : Identification du recepteur LSR par immuno- 
precipitation de lysats d' hepatocytes . 

Les lysats d' hepatocytes marques a la 35 S methionine 
et cysteine sont immunoprecipites en presence 
10 d'anticorps controle (ligne 1), ou d'anticorps anti-LSR 
(lignes 2 a 4) . Les immunoprecipites sont separes sous 
conditions non denaturantes (lignes 2 - sans incubation 
a 100°C -, et 3 - avec incubation de 5 minutes a 100°C) 
ou sous conditions reduites en presence de 5 % de (3- 
15 mercaptoethanol (ligne 1,4) sur gels de polyacrylamide a 
10 % de SDS. 

FIGURE 14 : Clonage du c-DNA codant pour le LSR a et p. 

A. Analyse en Northern blot montrant plusieurs 
tailles de 1'ARN messager de LSR ; la sonde utilisee 

20 correspond au fragment Bglll-Xbal issu du cDNA de LSR ; 
1' hybridation a ete conduite sur 2 /xg d'ARNm poly (A) + de 
f oie de rat . 

B. Analyse en Northern blot multi-tissulaire de 
l'ARNm de LSR ; 2 ^g d'ARNm poly (A) + de differents 

25 tissus (Clontech) ont ete hybrides avec une sonde 
correspondant au fragment Xbal-Xbal issu du cDNA de LSR, 
puis re-hybrides avec une sonde controle de p-actine. 

C. Analyse de l'ARNm du LSR en RT-PCR utilisant 5 
couples d' amorces couvrant la sequence entiere. Les 

30 resultats montrent que seul le couple be' permet 
d' amplifier trois bandes . Les produits de PCR de ces 
trois bandes ont ete clones et sequences . Le schema 
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represente les resultats d' analyse de sequence des trois 
formes d'ADNc de LSR : la region quadrillee est absent e 
des deux formes courtes, la region hachuree est absente 
uniquement de la forme la plus courte. Les sequences des 
oligonucleotides utilises sont listees ci-dessous : 

• a : 5'- GTTACAGAATTCGCCGCGATGGCGCCGGCG -3' 

• b : 5'- GCCAGGACAGTGTACGCACT -3' 

• C : 5 ' - ACCTCAGGTGTCCCGAGCAT - 3 ' 

• d : 5'- GAAGATGACTGGCGATCGAG -3' 

• e : 5'- ACCTCTATGACCCGGACGAT -3 ' 

• b' : 5'- C AC C ACC CTGAC AGTGCGTA -3' 
C' : 5'- CTGGGGGCATAGATGCTCGG -3' 

• d' : 5'- GCCCTGGAAGGCCTCGATCG -3' 

• e' : 5'- CAAGTCCCTAGGATCGTCCG -3' 

• f : 5'- CGTCACGAATTCCGTGGATCAGACGTC -3'. 

FIGURE 15 : Traduction in vitro des deux cDNAs complets 
codant pour les formes la plus longue (66 kDa) et la 
plus courte (58 kDa) de LSR. 

Les produits de traduction in vitro, marques a la 
35S-methionine, sont analyses apres electrophorese sur 
gel gradient de polyacrylamide (10 %) , en conditions non 
reduites. La ligne 1 montre le produit de traduction 
obtenu a partir du plasmide port ant un ant i- sens du cDNA 
codant pour LSR 66, la ligne 2 celui obtenu par 
traduction du plasmide portant un cDNA codant pour LSR 
66, et la ligne 3 celui obtenu a partir du plasmide 
portant un cDNA codant pour LSR 58. 

FIGURE 16 : Identification des sous-unites LSR a et P 
comme responsables de l'activite LSR. 

A. Effet d'anticorps diriges contre un peptide LSR 
synthetique sur l'activite LSR de membranes plasmiques 
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de foie de rat. L'activite LSR est mesuree en presence 
de 200 /ig/ml d'un anticorps controle (o) ou de 
l'anticorps ant i -peptide LSR (v) . 

B. Western et Ligand blotting des sous-unites a et p 
du LSR. Le western blotting est conduit en utilisant 
comme premier anticorps l'anti-LSR (ligne 1) ou l'anti- 
peptide LSR (ligne 2) . Le ligand blotting est conduit en 
presence de 40 //g/ml d' 125 I-LDL, avec (ligne 3) ou 
sansdigne 4) oleate (0.8 mM) . 

FIGURE 17 : Representation schematique des trois formes 
de la proteine LSR. 

Les motifs remarquables , decrits en Exemple 2, de 
LSR 66 sont representes ; les sequences absentes de LSR 
64 et de LSR 58 sont egalement indiquees sur la meme 
figure . 

FIGURE 18 : Effet de l'oleate, de RAP-39, des anticorps 
anti-LSR et de la chloroquine sur la degradation 
specifique de la leptine dans des cultures primaires 
d' hepatocytes de rat. 

Les cellules primaires d' hepatocytes de rat sont 

125 

incubees pendant 4 heures a 37 °C avec 2 0 ng/ml de I- 
leptine en absence ou en presence de 0,5 mM d' oleate, de 
75 /xg/ml de RAP, de 200 M9/ ml d' anticorps non 
specifiques ou anti-LSR specifiques, ou de 50 yM de 
chloroquinine . On recupere ensuite le milieu et on 
mesure la quant ite de 125 I- leptine degradee. 
FIGURE 19 : Analyse en Western blotting utilisant les 
anticorps anti-LSR, de la fraction des proteines de 
membrane plasmique de foie de rat retenue sur colonne de 
chromatographie d'af finite contenant de la leptine. 
FIGURE 20 : Clairance de la 1251-leptine sur des souris 
temoins, ob/ob et db/db. 
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Les souris temoins (o) , ob/ob (v) , db/db (y) , sont 
anesthesiees, et une injection intraveineuse (par la 
veine saphene) de 80 ng de 125 I-leptine, ou 125 I-p2- 
microglobuline leur est administree . Apres 5 minutes, on 
5 effectue une perfusion de solution saline physiologique 
(a 4°C) , les tissus sont preleves, et la radioactivite 
qui s'y trouve est comptee. Les resultats sont exprimes 

125 

comme la difference entre les quant ites de I-leptine 
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et de 125 I-P2-microglobuline, retrouvees dans le foie et 
dans le rein. 

FIGURE 21 : Nombre apparent de recepteurs LSR exprimes 
dans le foie de souris temoins, ob/ob et db/db. 

5 Les membranes plasmiques d' hepatocytes sont 

preparees (Bartles et Hubbard, 1990) puis le nombre 
apparent de recepteurs LSR est mesure comme decrit 
precedemment (Mann et al . , 1995). Chaque resultat 
represente la moyenne obtenue sur 3 mesures par animal 

10 pour 3 animaux differents dans chacun des groupes. 

FIGURE 22 : Effet des anticorps anti-LSR sur la 
proportion de 125 I-leptine distribute dans le foie 
compare au rein. 

On anesthesie des souris temoins puis on leur 

15 injecte par intraveineuse 1 mg d' anticorps IgG non 
specif iques ou d' anticorps IgG anti-LSR. Apres 30 
minutes, on injecte 80 ng de 125 I-leptine suivi, apres 5 
minutes, d'une perfusion de solution saline 
physiologique a 4°C. On preleve immediatement les tissus 

20 et on mesure la radioactivite . Les resultats 
representent la moyenne et la deviation standard 
obtenues pour 3 animaux pour chacun des groupes . 
FIGURE 23 : Effet de la leptine sur 1' activite LSR de 
culture primaire d' hepatocytes de rat. 

25 Les hepatocytes de rat en culture primaire sont 

incubes a 37 °C pendant 30 min. avec une concentration 
croissante de leptine, puis incubes a 37°C pendant 4 
heures avec soit 50 ixg/ml de 125 I-LDL (activite 

125 

specifique : 209 cpm/ng) (o) ou soit 50 //g/ml de I- 
30 VLDL (activite specifique : 157 cpm/ng (v) en absence ou 
en presence de 500 /zM d'oleate. On lave ensuite les 

125 ^ . 

cellules et on mesure les quantites de I -lipoprotemes 
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fixees, incorporees et degradees comme deer it 
precedemment (Bihain et Yen, 1992) . Les resultats 
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representent les differences obtenues entre les cellules 
incubees avec ou sans oleate. Chaque point represente la 
moyenne de 3 mesures. La deviation standard de chaque 
point est comprise dans le symbole. 

FIGURE 24 : Capacite d' induction par la leptine de 
1'activite LSR d' hepatocytes de rat en culture primaire. 

A. Augmentation du nombre apparent de recepteurs 
exprimes a la surface des hepatocytes, en presence de 
20 ng/ml leptine. Les cultures primaires d' hepatocytes 
de rat sont incubees pendant 30 min a 37°C en presence 
ou absence de 2 0 ng/ml de leptine, 10 min a 3 7°C en 
presence de 0,8 mM d' oleate. Les cellules sont lavees 
avec du tampon PBS pre-refroidi a 4°C, puis incubees 2 
heures a 4°C en presence de concentrations croissantes 
de 125 I-LDL. Les cellules sont ensuite lavees, lysees et 

125 . 

on mesure la quantite de I-LDL fixee. 

B. Effet de la cycloheximide, de la colchicine et de 
la cytochalasine B sur 1' induction par la leptine de 
1'activite LSR. 

Les conditions initiales sont identiques a celles 
decrites en A. ; apres incubation avec la leptine, on 
incube les cellules pendant 30 min a 37 °C avec 5 /xM de 
cycloheximide, 5 //M de colchicine ou 2,5 /xM de cyto- 
chalasine B. Les cellules sont ensuite incubees 10 min a 
37°C en presence de 0,8 mM d'oleate. Les cellules sont 
alors lavees avec du tampon PBS pre-refroidi a 4°C, puis 

125 

incubees 2 heures a 4°C en presence de 50 /ig/ml de I- 
LDL. 

Les resultats representent la moyenne obtenue pour 2 
mesures . 

FIGURE 25 : Effet de la leptine sur la reponse lipidique 
post-prandiale sur des souris temoins, ob/ob et db/db. 
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Des souris controles (0) , ob/ob (v) et cib/db (o) a 
eun depuis la veille, sont gavees avec un repas tres 
iche en graisse. Immediatement apres le repas (temps = 
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0 heure) , on injecte par intraveineuse aux souris, soit 
200 y.1 de solution saline physiologique (panel A) , soit 
200 }xl d'ime meme solution contenant 50 [ig de leptine 
recombinante murine (panel B) . La reponse 

5 triglyceridemique est ensuite mesuree. Chaque point de 
la courbe represent e la moyenne avec ecart-type obtenue 
pour 3 mesures par animal et pour 3 animaux differents. 
FIGURE 26 : Effet de la lactoferrine et/ou de la leptine 
sur la PLR de souris ob/ob. 

10 Des souris ob/ob, a jeun depuis la veille, sont 

gavees avec un repas identique a celui decrit pour la 
figure 15. Immediatement apres le repas (temps = 0 
heure) , on injecte aux souris par intraveineuse 200 /il 
de solution saline contenant soit aucun supplement, soit 

15 0,5 /ig de leptine, soit 2,5 mg de lactoferrine ou soit 
un melange de 0,5 fig de leptine et de 2,5 mg de 
lactoferrine. Le sang est preleve entre 2 et 3 heures 
apres le repas et la concentration plasmatique en 
triglycerides (TG) est mesuree. Les valeurs obtenues 

20 representent la moyenne avec ecart-type obtenue pour 4 
mesures par animal et pour 2 animaux differents [p < 
0,02 (ob/ob compare a ob/ob + leptine), p < 0,01 (ob/ob 
compare a ob/ob + lactoferrine) , NS (ob/ob + 
lactoferrine compare a ob/ob + leptine + lactoferrine) . 

25 FIGURE 27 : Effet de I 7 injection de leptine sur le 
nombre apparent de recepteurs LSR exprimes dans le foie 
de souris ob/ob et db/db. 

La leptine est injectee a des souris ob/ob et db/db 
par la veine saphene. Apres 30 min, on prepare les 

30 membranes plasmiques de cellules de foie puis on mesure 
le nombre de recepteurs LSR comme decrit precedemment 
(Mann et al . , 1995). Les resultats representent la 
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moyenne et la deviation standard de 6 mesures effectuees 
pour chacun des phenotypes . 

FIGURE 28 : Effet inhibiteur d'anticorps diriges contre 
deux peptides differents synthetises d'apres la sequence 

5 peptidique de la proteine gClq-R, sur l'activite LSR de 
membranes plasmiques d' hepatocytes de rat. 

On mesure la fixation d' 125 I-LDL / induite par 
1' oleate, sur les membranes plasmiques d' hepatocytes de 
rat, en presence de concentrations croissantes 

10 d'anticorps diriges contre un peptide NH 2 terminal de 
gClq-R (v) , contre un peptide COOH- terminal de gClq-R (O) 
ou d'un anticorps controle (o) . Les resultats sont 
representes en % de la quantite totale d' 125 I-LDL fixee 
en absence d'anticorps. 

15 FIGURE 29 : Effet de concentrations croissantes de Clq 
sur la fixation, 1 ' internalisation et la degradation de 
125 I-LDL sur les hepatocytes, en presence ou en absence 
d' oleate . 

Des cultures primaires d' hepatocytes de rat sont 
20 incubees avec 2 0 ng de leptine/puits pendant 3 0 min a 
37°C ; on ajoute ensuite des concentrations croissantes 
de Clq et 20 /xg/ml de 125 I-LDL, avec ou sans 0,5 mM 
d' oleate. Les cellules sont ensuite incubees pendant 4 h 
a 37 °C ; on analyse enfin la fixation, 1 ' internalisation 
25 et la degradation de 125 I-LDL. Les resultats sont 
representes en ng de 125 I-LDL fixees, internalisees , et 
degradees par boite en presence (v) ou absence (o) 
d' oleate . 

FIGURE 30 : Composes analogues de Clq. 
30 Les domaines globulaires de proteines appartenant a 

la famille du complement Clq ont ete alignes en 
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utilisant clustalW. Les differentes sequences alignees 
sont : 

• Clqa-117 : sequence proteique du complement Clq A 
(reference Swiss Prot : P02745) , a partir de l'acide 
5 amine en position 117. 



51 



• Clqb-122 : sequence proteique du complement Clq B 
(reference Swiss Prot : P02746) , a partir de l'acide 
amine en position 122. 

• Clqc-121 : sequence proteique du complement Clq C 
5 (reference Swiss Prot : P02747) , a partir de l'acide 

amine en position 121. 

• mult-1160 : sequence proteique traduite de la sequence 
nucleique de la multimerine (GenBank, Accession : 
U27109) a partir de l'acide amine 1160. 

10 • cer-64 : sequence proteique traduite de la sequence 
nucleique de la cerebelline (GenBank, Accession : 
M58583) a partir de l'acide amine 64. 

• apml-115 : sequence proteique traduite de la sequence 
nucleique de apMl (GenBank, Accession : D45371) a 

15 partir de l'acide amine 115. 

• adQ-118 : sequence proteique traduite de la sequence 
nucleique de AdipoQ (GenBank, Accession : U49915) a 
partir de l'acide amine 118. 

• acrp-118 : sequence proteique traduite de la sequence 
20 nucleique de acrp30 (GenBank, Accession : U37222) a 

partir de l'acide amine 118. 

Les encadres montrent les deux portions de 
l'alignement des sequences correspondant a la signature 
Clq, le premier correspondant au consensus depose dans 
25 la base de donnee Prosite (#PDOC00857) : F-x(5)-[ND]- 
x(4) - [FYWL] -x(6) -F-x(5) -G-x-Y-x- F-x- [FY] , le second a 
I'extremite COOH des proteines est : [ST] -x-F- [ST] -G- 
[FY] -L- [LV] - [FY] . 

Les fleches (V) au-dessus des alignements marquent 
30 les positions des residus Cysteines conserves dans les 
trois formes de Clq mais non dans les autres proteines 
alignees . 
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Les symboles (*) places sous les alignements 
indiquent les acides amines conserves, les symboles (.) 
indiquent les substitutions conservatives d' acides 
amines . 

5 FIGURE 31 : Sequence genomique du gene LSR humain. 

La sequence genomique du LSR humain comprend 2000 
paires de bases en amont du site d' initiation de la 
traduction et 1007 paires de base en aval site de 
polyadenylation. Les exons ont ete determines en 

10 alignant les sequences de LSR-Rn-2097 et de lisch7 de 
souris avec la sequence genomique humaine. Dans la 
sequence genomique humaine, le premier exon commence au 
site d' initiation de la traduction. Les sites d'epissage 
sont indiques dans la figure et dans le tableau ci- 

15 dessous. La conservation de la phase ouverte de lecture 
a ete recherchee. Le tableau ci-dessous recapitule les 
principales caracteristiques de cette sequence. 

- Description des exons. 

20 



EXON 


DEBUT 


FIN 


5' 
Epis . 


BL 5' 


3' 
Epis. 


BL 3' 


Exl 


>2001 


2245 


none 




GTGCAC 


+ 2 


Ex2 


3447 


3781 


CAG 


+ 1 


GTATGT 


+ 1 


Ex3 


12067 


12186 


CAG 


+ 2 


GTGAGT 


+ 1 


Ex4 


15047 


15103 


CAG 


+ 2 


GTACGG 


+ 1 


Ex5 


15668 


15814 


CAG 


+ 2 


GTAAGT 


+ 1 


Ex6 


19481 


19654 


CAG 


+ 2 


GTGAGG 


+ 1 


Ex7 


19801 


19860 


CAG 


+ 2 


GTGAGA 


+ 1 


Ex8 


19958 


20089 


TAG 


+ 2 


GTAAGC 


+ 1 


Ex9 


20231 


20856 


CAG 


+ 2 


GTGAGG 


0 


ExlO 


20946 


<20978 


CAG 


0 
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La colonne EXON indique les exons numerotes de 1 a 10 
dans l'ordre 5' -3' de leur determination sur la sequence 
genomique. Les colonnes DEBUT et FIN indiquent la 
5 position du premier et du dernier nucleotide de l'exon 
considere. Dans les colonnes 5' Epis. et 3' Epis. sont 
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indiquees les sequences du site d'epissage bordant 
l'exon en 5' et 3' . Les colonnes BL 5' et BL 3' 
indiquent le nombre de bases respect ivement en 5' et en 
3' d'un exon qui ne seront engagees dans la phase 

5 ouverte de lecture du messager qu'apres l'epissage. Par 
exemple : l'exon 7 a une base libre en 3 ' , cet exon peut 
etre joint a l'extremite 5' de l'exon 8 qui a 2 bases 
libres en 5', l'ensemble 1 base + 2 bases reconstitue 
le codon qui etait detruit par l'intron dans la sequence 

10 genomique. Remarquons que l'exon 7 peut tres bien etre 
raboute par son extremite 3' a n'importe quel exon ayant 
deux base libres en 5 7 ; si le nouveau codon cree ne 
correspond pas a un codon stop, la phase ouverte de 
lecture sera conservee. 

15 

-Signaux : 



Signal 


Debut 


Fin 


ATG 


2001 


2003 


STOP 


20979 


20981 


POLY Ad 


21067 


21073 



Dans la colonne Signal sont decrits les elements 
20 caracteristiques de la molecule d'ARN messager : 
Initiation de la traduction (ATG) , fin de la traduction 
(STOP) et signal de polyadenylation (POLY Ad) . Les 
colonnes Debut et Fin indiquent la position en 
nucleotide de debut et de fin de ces signaux sur la 
25 sequence genomique. 

FIGURE 32 : Alignement des sequences humaine, murine et 
de rat, des ARNm codant pour la forme "complete" du LSR. 
Les sequences de LSR-Hs-2021 (indique lsrl.Hs dans la 
figure), de lisch7 de souris, N° ACCESSION : U49507 
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(indique lisch7.Mn) et de LSR-Rn-2097 (indique lsrl.Rn) 
ont etes alignees en utilisant Clustal W. Les 
nucleotides conserves dans les trois sequences sont 
reperes par un signe * place sous les sequences. Des 
5 tirets sont ajoutes a l'interieur des sequences lorsque 
l'alignement optimal des sequences ne peut se faire 
sans creer ces microdeletions . 

FIGURE 33 : Alignement des sequences des formes 
proteiques "completes" du LSR, chez 1'homme, la souris, 

10 et le rat . 

Sont alignees les sequences proteiques obtenues 
correspondant aux formes d'ARNm LSR-Hs-2021 codant pour 
une proteine de 643 acide amines (repertorie lsrl.Hs), 
la sequence proteique de la forme longue de 593 acides 

15 amines de rat (repertoriee lsrl.Rn) et la sequence 
proteique de lisch7 de souris (N° ACCESSION : U49507, 
repertoriee lisch7 .Mn) . Les symboles (*) places sous les 
alignements indiquent les acides amines conserves, les 
symboles (.) indiquent les substitutions conservatives 

20 d' acides amines. Encadre, de l'extremite NH2-terminale 
vers l'extremite COOH-terminale , le site de liaison a la 
clathrine [NPGY] , le consensus d'adressage lysosomal : 
di-leucine LI-X10-LL, le site putatif d' interaction avec 
gClq-R [RSRS] . Surligne, la signature du recepteur du 

25 TNF avec (fleche) ; indiques, les acides amines 
conserves dans la signature. Le domaine transmembranaire 
est situe entre le dernier di-leucine et la signature du 
TNF. 

FIGURE 34 : Alignement des trois formes de LSR mises en 
30 evidence chez le rat, et des deux formes mises en 
evidence chez I'homme. 

Les sequences proteiques des differentes formes de LSR 
de rat et humain ont ete alignees. Lsrl-Rn represente la 
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forme longue de 593 acides amines de LSR de rat, Isr2-Rn 
represente la forme de 574 acides amines decrite chez 
le rat, Isr3-Rn represente la forme courte de 525 acides 
amines de rat. Lsrl-Hs et Isr2-Hs correspondent 

5 respectivement aux formes d'ARN LSR-Hs-2021 et LSR-Hs- 
1817 codant respectivement pour une proteine de 643 et 
575 acide amines. Les symboles (*) places sous les 
alignements indiquent les acides amines conserves, les 
symboles (.) indiquent les substitutions conservatives 

10 d' acides amines. Encadre, de l'extremite NH2-terminale 
vers l'extremite COOH-terminale, le site de liaison a la 
clathrine [NPGY] , le consensus d'adressage lysosomal : 
di-leucine LI-X10-LL, le site putatif d' interact ion avec 
gClq-R [RSRS] . Surligne, la signature du recepteur du 

15 TNF avec (fleche) ; indiques, les acides amines 
conserves dans la signature. 

FIGURE 35 : Representation schematique des deux formes 
de LSR mises en evidence chez l'homme, indiquant les 
20 motifs conserves sur chacune d'elle. 

A) Representation schematique de 1 ' organisation 
genomique du LSR humain a partir du premier exon codant. 
Les exons sont indiques par des boites, les introns par 
des barres interrompues . La taille en nucleotides des 

25 exons et des introns est indiquee au dessus de ceux-ci. 
Les elements caracterisant le messager et la proteine 
codee sont reportes sur cette figure. La cartouche sur 
la droite donne la signification des symboles utilises. 

B) Structure de la forme LSR-Hs-2021 de LSR humain. 
30 Cette forme encode une proteine de 636 acide amines 

(aa) . 
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C) Structure de la forme epissee de LSR humain, LSR-Hs- 
1817. Cette forme encode une proteine de 575 acides 
amines (aa) . 

FIGURE 36 : Effet des oleates sur la fixation et 
1' internalisation des 125 I-LDL dans des fibroblastes 
humains normaux, en conditions normales . 

Les cellules sont prealablement cultivees durant une 
semaine comme decrit precedemment , a 1' exception que le 
milieu contient 20% de serum bovin foetal (Goldstein et 
al . , 1983). Ensuite, elles sont incubees avec des 
concentrations croissantes de 125 I-LDL en absence (o) ou 
en presence (v) de ImM oleate. Les cellules sont ensuite 
lavees, lysees, et comptees pour leur radio-act ivite . 
FIGURE 37 : Effet de concentrations croissantes de 
leptine sur I'activite LSR de fibroblastes humains FH 
(hypercholesterolemie familiale) . 

Les fibroblastes FH sont incubes 30 minutes a 37°C avec 
des concentrations croissantes de leptine, puis 2 heures 
a 37°C avec 50/ig/ml de 125I-LDL, en presence de 500/zM 
d' oleate. La fixation, 1' internalisation et la 
degradation des LDL sont mesurees comme precedemment. 
Figure 38 : Sequence genomique du gene LSR humain. 
La sequence genomique du LSR humain comprend 2 000 paires 
de bases en amont d'un des sites possibles d' initiation 
de la traduction et 1007 paires de base en aval du site 
de polyadenylation. Les exons ont ete determines en 
alignant les sequences de LSR-Rn-2097 et de lisch7 de 
souris avec la sequence genomique humaine . La 
conservation de la phase ouverte de lecture a ete 
recherchee. La comparaison entre la sequence deduite et 
celle des ARNm humains obtenus biologiquement a permis 
de preciser les sites d'epissage entre les exons 1 et 2, 
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de confirmer les autres sites d'epissage et d'allonger 
le premier exon en 5' de 97 pb. 

- Description des exons . 

5 



EXON 


DEBUT 


FIN 


5' 
EPIS. 


BL 5' 


3' 
EPIS. 


BL 3' 


Exl 


>1904 


2253 


None 




GTACGG 


+ 2 


Ex2 


3437 


3781 


CAG 


+ 1 


GTATGT 


+ 1 


Ex3 


12067 


12186 


CAG 


+ 2 


GTGAGT 


+ 1 


Ex4 


15047 


15103 


CAG 


+ 2 


GTACGG 


+ 1 


Ex5 


15668 


15814 


CAG 


+ 2 


GTAAGT 


+ 1 


Ex6 


19481 


19654 


CAG 


+ 2 


GTGAGG 


+ 1 


Ex7 


19801 


19860 


CAG 


+ 2 


GTGAGA 


+ 1 


Ex8 . 


19958 


20089 


TAG 


+ 2 


GTAAGC 


+ 1 


Ex9 


20231 


20856 


CAG 


+ 2 


GTGAGG 


0 


ExlO 


20946 


<20978 


CAG 


0 







La colonne EXON indique les exons numerotes de 1 a 10 
dans l'ordre 5' -3' de leur determination sur la sequence 
genomique. Les colonnes DEBUT et FIN indiquent la 
position du premier et du dernier nucleotide de l'exon 



10 considere. Dans les colonnes 5 'EPIS. et 3 'EPIS. sont 
indiquees les sequences du site d'epissage bordant 
l'exon en 5' et 3'. Les colonnes BL 5' et BL 3' 
indiquent le nombre de bases respect ivement en 5' et en 
3' d'un exon qui ne seront engagees dans la phase de 

15 lecture du messager qu'apres l'epissage. Par exemple : 
l'exon 7 ayant une base libre en 3', cet exon peut etre 
joint a l'extremite 5' de l'exon 8 qui a 2 bases libres 
en 5'. L' ensemble 1 base + 2 bases reconstitue le codon 
qui etait detruit par l'intron dans la sequence 

20 genomique . 
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Signaux : 



Signal 


Debut 


Fin 


ATG prefere 


2145 


2147 


Autre ATG 
possible 


2001 


2003 


STOP 


20979 


20981 


POLY Ad 


21067 


21073 



Dans la colonne Signal sont decrits les elements 
5 caracteristiques de la molecule d'ARN messager : 
Initiation de la traduction (ATG) , fin de la traduction 
(STOP) et signal de polyadenylation (POLY Ad) . Les 
colonnes Debut et Fin indiquent la position en 
nucleotide de debut et de fin de ces signaux sur la 
10 sequence genomique. Un signal ATG d' initiation de la 
traduction est prefere a 1' autre car celui-ci presente 
un environnement plus propice a 1 ' initiation. 
Figure 39 : Sequence nucleique de l'ADNc humain LSR-Hs- 
2062 . 

15 
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Figure 40 : Sequence peptidique de la proteine LSR 
humaine de 649 acides amines. 

Figure 41 : Sequence nucleique de l'ADNc humain LSR-Hs- 
2005 . 

5 Figure 42 : Sequence peptidique de la proteine LSR 
humaine de 630 acides amines. 

Figure 43 : Sequence nucleique de l'ADNc humain LSR-Hs- 
1858. 

Figure 44 : Sequence peptidique de la proteine LSR 
10 humaine de 581 acides amines. 

Figure 45 : Representation schematique des trois formes 
de LSR mises en evidence chez l'homme, indiquant les 
motifs conserves sur chacune d'elle. 

A- Representation schematique de 1 ' organisation 

15 genomique du LSR humain a partir du premier exon codant . 
Les exons sont indiques par des boites, les introns par 
des barres interrompues . La taille en nucleotides des 
exons et des introns est indiquee au dessus de ceux-ci . 
Les elements caracterisant le messager et la proteine 
20 codee sont reportes sur cette figure. La cartouche sur 
la droite donne la signification des symboles utilises. 
B- Structure de la forme LSR-Hs-2062 de LSR 

humain. Cette forme encode une proteine de 64 9 acides 
amines . 

25 C- Structure de la forme LSR-Hs-2005 de LSR 

humain. Cette forme encode une proteine de 63 0 acides 
amines . 

D- Structure de la forme LSR-Hs-1858 de LSR 

humain. Cette forme encode une proteine de 581 acides 
30 amines . 

Figure 46 : Sequence nucleique de l'ADNc de sour is LSR- 
Mm-1886 . 
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Figure 47 : Sequence nucleique de l'ADNc de souris LSR- 
Mm -1829. 

Figure 48 : Sequence nucleique de l'ADNc de souris LSR- 
Mm -1682. 

5 Figure 4 9 : Sequence peptidique de la proteine LSR de 
souris de 594 acides amines. 

Figure 50 : Sequence peptidique de la proteine LSR de 
souris de 575 acides amines. 

Figure 51 : Sequence peptidique de la proteine LSR de 
10 souris de 527 acides amines. 

Figure 52 : Alignement des sequences proteiques des 
formes longues du LSR humain, de rat et de souris, les 
sequences des formes du LSR humain, etant celles 
obtenues apres allongement de l f exon 1 en 5' et 

15 precision des sites d'epissage entre les exons 1 et 2, 
les sequences des formes du LSR souris etant celles 
obtenues apres clonage de l'ADNc du LSR de souris et 
analyse des produits de l'epissage alternatif. Les 
symboles (*) places sous les alignement s indiquent les 

20 acides amines conserves, les symboles (.) indiquent les 
substitutions conservatives d' acides amines. Encadre, de 
1'extremite NH2-terminale vers 1'extremite COOH- 
terminale, le site de liaison a la clathrine [NPGY] , le 
consensus d'adressage lysosomal : di-leucine LI-X10-LL, 

25 le site putatif d' interaction avec gClq-R [RSRS] . 
Surligne, la signature du recepteur du TNF avec 
(fleche) ; indiques, les acides amines conserves dans la 
signature. Le domaine transmembranaire est situe entre 
le dernier di-leucine et la signature du TNF. 
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Figure 53 : Alignement des sequences nucleotidiques des 
formes longues du LSR humain, de rat et de souris, les 
sequences des formes du LSR humain, etant celles 
obtenues apres allongement de l'exon 1 en 5' et 
5 precision des sites d'epissage entre les exons 1 et 2, 
les sequences des formes du LSR souris etant celles 
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obtenues apres clonage de l ! ADNc du LSR de souris et 
analyse des produits de l'epissage alternatif. Les 
nucleotides conserves dans les trois sequences sont 
reperes par un signe * place sous les sequences. Des 
5 tirets sont ajoutes a l'interieur des sequences lorsque 
1'alignement optimal des sequences ne peut se faire 
sans creer ces microdeletions. 

Figure 54 : Alignement des sequences proteiques des 
trois formes du LSR humain les sequences des formes du 

10 LSR humain, etant celles obtenues apres allongement de 
I'exon 1 en 5 1 et precision des sites d'epissage entre 
les exons 1 et 2. Les symboles (*) places sous les 
alignements indiquent les acides amines conserves, les 
symboles (.) indiquent les substitutions conservatives 

15 d' acides amines. Encadre, de l'extremite NH2- terminale 
vers l'extremite COOH- terminale, le site de liaison a la 
clathrine [NPGY] , le consensus d'adressage lysosomal : 
di-leucine LI-X10-LL, le site putatif d' interaction avec 
gClq-R [RSRS] . Surligne, la signature du recepteur du 

20 TNF avec (fleche) ; indiques, les acides amines 
conserves dans la signature. Le domaine transmembranaire 
est situe entre le dernier di-leucine et la signature du 
TNF. 

Figure 55 : Alignement des sequences nucleotidiques des 
25 trois formes du LSR humain, les sequences des formes du 
LSR humain, etant celles obtenues apres allongement de 
l'exon 1 en 5 1 et precision des sites d'epissage entre 
les exons 1 et 2 . Les nucleotides conserves dans les 
trois sequences sont reperes par un signe * place sous 
30 les sequences. Des tirets sont ajoutes a l'interieur des 
sequences lorsque 1'alignement optimal des sequences ne 
peut se faire sans creer ces microdeletions. 
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Figure 56 : Alignement des sequences proteiques des 
trois formes du LSR de rat. Les symboles (*) places sous 
les alignements indiquent les acides amines conserves, 
les symboles (.) indiquent les substitutions 
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conservatives d'acides amines. Encadre, de l'extremite 
NH2-terminale vers l'extremite COOH- terminale, le site 
de liaison a la clathrine [NPGY] , le consensus 
d'adressage lysosomal : di-leucine LI-X10-LL, le site 

5 putatif d' interaction avec gClq-R [RSRS] . Surligne, la 
signature du recepteur du TNF avec (fleche) ; indiques, 
les acides amines conserves dans la signature. Le 
domaine transmembranaire est situe entre le dernier di- 
leucine et la signature du TNF. 

10 Figure 57 : Alignement des sequences nucleotidiques des 
trois formes du LSR de rat. Les nucleotides conserves 
dans les trois sequences sont reperes par un signe * 
place sous les sequences. Des tirets sont ajoutes a 
l'interieur des sequences lorsque 1' alignement optimal 

15 des sequences ne peut se faire sans creer ces 
microdeletions . 

Figure 58 : Alignement des sequences proteiques des 
trois formes du LSR de souris, les sequences des formes 
du LSR souris etant celles obtenues apres clonage de 

20 l'ADNc du LSR de souris et analyse des produits de 
l'epissage alternatif. Les symboles (*) places sous les 
alignements indiquent les acides amines conserves, les 
symboles (.) indiquent les substitutions conservatives 
d'acides amines. Encadre, de l'extremite NH2 -terminale 

25 vers l'extremite COOH- terminale , le site de liaison a la 
clathrine [NPGY], le consensus d'adressage lysosomal : 
di-leucine LI-X10-LL, le site putatif d' interaction avec 
gClq-R [RSRS] . Surligne, la signature du recepteur du 
TNF avec (fleche) ; indiques, les acides amines 

30 conserves dans la signature. Le domaine transmembranaire 
est situe entre le dernier di-leucine et la signature du 
TNF. 
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Figure 59 : Alignement des sequences nucleotidiques des 
trois formes du LSR de souris, les sequences des formes 
du LSR souris etant celles obtenues apres clonage de 
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l'ADNc du LSR de souris et analyse des produits de 
l'epissage alternatif. Les nucleotides conserves dans 
les trois sequences sont reperes par un signe * place 
sous les sequences. Des tirets sont ajoutes a 
5 l'interieur des sequences lorsque 1 ' alignement optimal 
des sequences ne peut se faire sans creer ces 
microdeletions . 

Procedures experimentales 

10 

Materiel 

Na 125 I est fourni par Amersham (Les Ulis, France) . 
L'acide oleique, l'albumine bovine serique (A 2153) 
(BSA)et le Triton X-100 proviennent de chez Sigma (St 

15 Quentin Fallavier, France) . La lactoferrine humaine 
(Serva) et l'heparine sodique sont fournies par 
Biowhittaker (Fontenay sous Bois, France) et les 
laboratoires Choay (Gentilly, France) respect ivement . Les 
kits enzymatiques pour la determination des 

20 triglycerides (TG) proviennent de chez Boehringer 
Mannheim (Meylan, France) . Le suramine sodium est obtenu 
de CBC Chemicals (Woodburg, CT) . Le milieu Dulbecco, 
Eagle modif ie (DMEM) , la trypsine et le serum de veau 
foetal sont fournis par Life Technologies, Inc. (Eragny, 

25 France) . 

Animaux 

Les souris C57BL/6J type sauvage, C57BL/6J ob/ob, 
C57BL/Ks type sauvage et C57BL/Ks db/db sont obtenues de 
30 R. Janvier Breeding Center (Le Genest St Isle, France) . 

Cellules 
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(nun^^) et FH (GM00486A, 
Les fibroblastes normaux (GM08333) et tn 

„007„01B. GM00488C) sont fournis par le H«B ta-n 

genetic mutant cell repository (ca^en «, . Les 
ceiluies sont Stal.es dans des boites de Petri de 36 . 
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comme decrit precedemment (300.000 fibroblastes normaux 
par puits, 150.000 fibroblastes FH par puits) , et sont 
cultivees dans une etuve a C02 humidifiee, en milieu 
DMEM contenant 10% (fibroblaste normaux) ou 20% 

5 (fibroblastes FH) de serum de veau foetal, 2mM 
glutamine, 100 u/ml de penicilline et 100 u/ml de 
streptomycine . 

Les hepatocytes en culture primaire sont obtenus 
suivant le protocole decrit precedemment (Mann et al . , 

10 1995). Les cellules sont ensuite etalees a 900.000 
cellules par puits ou 22x106 cellules par fiole de 
165 cm 2 . Les cellules sont utilisees pour les etudes 
apres 4 8 heures en culture. 

15 Preparation et radiomarquage des lipoproteines 

Les VLDL (d < 1,006 g/ml) et LDL (1,025 < d < 1,055 
g/ml) sont isolees par ultracentrif ugation sequentielle 
de plasma frais de volontaires (Bihain et Yen, 1992 ; 
Goldstein, et al . , 1983) et utilisees avant 2 semaines. 

20 Les lipoproteines sont radioiodinees (Bilheimer et al . , 
1972) et utilisees moins d'une semaine apres le 
marquage. 125 I-LDL et 125 I-VLDL sont f litres (membrane 
0,22 lira, Gelman) immediatement avant utilisation. 

25 Mesure de la fixation des lipoproteines sur membranes 
plasmiques 

L'activite du LSR est mesuree sur une preparation de 
membranes plasmiques de foie de rat (Bartles et Hubbard, 
1990) . Ces membranes presentent un enrichissement en 5- 
30 nucleotidase (marqueur specifique des membranes 
plasmiques) de 10 a 15 fois. Des aliquots de 100/zg de 
proteines sont incubes pendant 30 minutes a 37°C en 
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presence ou en absence de 0,8 mM d'oleate dans un volume 
final de 250 /il complete par du PBS 100 mM, EDTA 2 mM, 
NaCl 350 mM, pH 8 (tampon A) . L'oleate est ajoute dans 
un volume de 5 a 10 /il d 1 isopropanol . L'oleate en exces 

5 et non fixe, est ensuite elimine par 6 lavages. Les 
culots sont resuspendus par 250 /il de tampon 
d 1 incubation, soniques 5 secondes, puissance 1,90% du 
cycle actif, puis centrifuges 15 min a 18 000 rpm. Les 
membranes activees sont incubees pendant 1 heure a 4 °C 

10 avec les differentes concentrations d'anticorps puis 
ensuite avec 5 /xg/ml de 125 I-LDL (1 heure a 4°C) . 25 /il 
de BSA 2% sont ajoutes au melange d 1 incubation. La 
quantite de 125 I-LDL liees aux membranes est mesuree en 
sedimentant les membranes par centrif ugation apres avoir 

15 depose 200 /il du melange d ! incubation sur une couche de 
5% (P/V) de BSA dans le tampon A. Les surnageants sont 
elimines par aspiration, les fonds des tubes sont coupes 
et la radioactivite est comptee dans un compteur y . 

20 Mesure du nombre apparent de recepteurs LSR sur 
membranes plasmiques 

Le nombre apparent de recepteurs LSR sur membranes 
plasmiques est mesure comme decrit precedemment (Mann et 
al . , 1995). Les membranes plasmiques (100/xg) sont 

25 incubees avec ImM oleate ; elles sont ensuite lavees 
trois fois comme indique ci-dessus, puis incubees 1 
heure a 37°C avec 40 /zg/ml d ,125 I-LDL. La quantite d /125 I- 
LDL fixes aux membranes plasmique est ensuite determinee 
par comptage. 

30 

Mesure de la fixation, de 1 ' internalisation et de la 



degradation des lipoproteines par les hepatocytes (ou 



f ibroblastes) 
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L'activite LSR dans les cultures primaires d' hepatocytes 
de rat ou les fibroblastes humains est mesuree par la 
fixation, 1 ' internalisation et la degradation de 1251- 
LDL et de 125 I-VLDL (LDL : lipoproteine de faible 
5 densite ; VLDL : lipoproteine de tres faible densite) , 
comme decrit dans Bihain et Yen, 1992 et Mann, et al . , 
1995. 

Mesure de 1'effet inhibiteur d' anticorps anti-LSR sur la 
fixation, 1' internalisation et la degradation des LDL 
par le LSR dans des hepatocytes en culture primaire : 

Des cultures primaires d' hepatocytes de rat (48 h 
apres etalement) sont incubees en presence de 20 ng de 
leptine/puits pendant 30 min a 37° C, suivi par 
1' addition d' anticorps ant i -LSR en presence ou en 
absence d'oleate. Apres incubation a temperature 
ambiante pendant 30 min, on ajoute de 1' 125 1 -LDL (20 
fig/ml) , puis les cellules sont incubees pendant 4 h a 
37° C. La fixation, 1 ' incorporation et la degradation de 
1' 125 I-LDL sont mesurees comme decrit precedemment . 

Purification partielle du LSR 

La technique consiste a isoler par centrif ugation 
dif f erentielle (Belcher et al., 1987) les membranes de 
25 foie de rat, et a solubiliser les proteines membranaires 
dans une solution contenant 125 mM d ! octylglucoside, 
20mM Tris et 2mM EDTA pH8 . Les proteines ainsi 
solubilisees sont separees dans des conditions non 
denaturantes sur un gel (epaisseur 5mm) SDS preparatif 
30 forme d ! un gradient de 4 a 12 % de polyacrylamide (35-50 
mg par gel) . Pour une partie du gel, les proteines sont 
ensuite electrotransf erees (transfert semi-sec, 21V, 45 
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min, Biorad) sur une membrane de nitrocellulose. Apres 
blocage des sites libres de cette membrane dans une 
solution de PBS contenant 3 % d'albumine, la membrane 
est incubee avec 40 pig/ral de 125 I-LDL en presence (Figure 

5 11, ligne 2) ou absence (Figure 11, ligne 1) d'oleate a 
0,8 mM. La membrane est ensuite lavee cinq fois 10 
minutes dans du PBS contenant 0,5 % (v/v) de Triton 
xlOO, et exposee sur un ecran de Phosphor Imager . Les 
proteines. d' interet sont electroeluees (Eletroeluter , 

10 Biorad) . Le LSR ainsi purif ie est ensuite utilise pour 
la preparation des anticorps. 
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Preparation d' anticorps polyclonaux 

La preparation d'antigene est injectee a un lapin en 
sous- cut ane en presence d* adjuvant de Freund complet 
suivi d'un protocole classique d 1 immunisation . Le titre 

5 d' anticorps dirige contre les proteines de rat est 
determine regulierement (technique par dot blot) . 
Lorsque celui-ci est juge suffisant, la specif icite des 
anticorps obtenus est testee par Western blotting. 
La proteine LSR utilisee comme antigene pour la 

10 production des anti-LSR a ete preparee comme indique en 
exemple 1. 

Les sequences des peptides synthetiques utilises comme 
antigenes pour lever des anticorps contre une region 
specifique du LSR (anticorps anti-peptide LSR) ou contre 

15 deux regions de la proteine gClq-R (anticorps diriges 
contre un peptide issu de la region NH2 terminale de la 
proteine, et anticorps dirige contre sa region COOH 
terminale) , sont les suivantes : 
-peptide LSR : SAQDLDGNNEAYAELIVLGR 

20 (acides amines 169 a 188 de LSR) 

-peptide NH2- terminal de gClq-R : LRCVPRVLGSSVAGY* 
(acides amines 5 a 19 de gClq-R) 

-peptide COOH-terminal de gClq-R : C*YITFLEDLKSFVKSQ 
(acides amines 268 a 282 de gClq-R) . 
25 *: acides amines differant de la sequence proteique, 
afin d ! optimiser 1 ■ antigenicity des peptides. 

Immunoprecipitation d'extraits d' hepatocytes en presence 
d ; anticorps specif iques 
30 Des cultures primaires d'hepatocyte de rat (Oukka et 
al., 1997) sont incubees pendant 60 minutes a 2 heures 
en presence d ! un melange de S35 methionine et cysteine 
(Promix, Amersham) . Ce milieu est ensuite enleve et les 
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cellules sent lavees, puis incubees dans du PBS 
contenant 1% de Triton X100. Ce lysat cellulaire est 
ensuite incube en presence d'anticorps non-specif iques 
puis de proteine A. Equivalent de 40 „g d'anticorps 
specifics anti-LSR est ensuite ajoute et les complexes 
LSR-anticorps sont precipes a 1'aide d'une seconde 
preparation de proteine A. Apres lavage, les complexes 
sont dissocies en presence de 1% SDS supplements ou non 
par 5% de (3-mercaptoethanol , incubes a 100°C pendant 5-10 
minutes, et separes sur un gel de 10% acrylamide. Les 
gels sont seches et exposes sur un ecran de Phosphor 
imager. Chacune des lignes contient 1 ' equivalent d-un 
flacon de 165 cm* soit 22 X 106 cellules. 
Criblage d'une librair ie d' expression 

Apres infection des bacteries par des bacteriophages 
lambda GT11 contenant de 1'ADNc de foie de rat (obtenu 
commercialement de Clontech Laboratories Inc (5' Strech 
Plus c-DNA Library), les cellules sont etalees sur 
milieu LB MgS04.. Apres 4 heures de cultures a 42°C, une 
membrane de nitrocellulose prealablement incubee dans 
une solution d'IPTG lOmM, est deposee dans les boites de 
petri. Quatre heures plus tard, la premiere membrane est 
retiree et une seconde est appliquee sur la boite de 
petri . 

Chaque membrane est immergee dans une boite de petri 
contenant du tampon bloquant sous agitation pendant une 
heure. Ensuite, l'anticorps est ajoute a une 
concentration finale de 10 microgrammes/ml de tampon 
bloquant (Huynh et al., 1984 ; Young et Davis, 1983a et 
1983b) Les membranes sont ensuite lavees trois fois 10 
minutes avec du TNT (Tris 10 mM. NaCl 150 mM ,Tween 20 a 
0,05 %) . 
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Les membranes sont incubees en presence de 
1 'anticorps seconciaire (alkaline phosphatase-conjugated 
affinipure F(ab') 2 Fragment Goat anti-rabbit IgG ; 
Immunotech) a une concentration finale de 0,08 
5 microgramme/ml de tampon bloquant (TNT + 5% lait ecreme 
en poudre, marque Paturage) . 
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Apres lavage des membranes dans le TNT, celles-ci 
sont incubees en presence de BCIP (5-bromo-4-chloro-3- 
indolyl phosphate) et de NBT (nitro-blue- tetrazolium) 
jusqu'a obtention d'une coloration. 

Les clones positifs sont ensuite recuperes sur les 
boites, titres et soumis a la meme procedure 
d' immunocriblage afin de confirmer qu'il s ! agit de vrai 
positifs (criblage secondaire) . Eventuellement , un 
criblage tertiaire peut etre conduit. L'ADN phagique des 
clones retenus, isole a partir d'un lysat bacterien 
(protocole Clontech) , et digere par 1 1 enzyme de 
restriction EcoRl est insere au site EcoRI du plasmide 
pBluescript SK+. 

Northern blotting 

Les membranes contenant les ARNm de differents tissus de 
rat (Clontech) ont ete hybridees avec des fragments de 
l'ADNc du gene LSR de de l'ADNc de p-actine humaine 
(Clontech), marques au dCTP[33P] , en tampon 5xSSPE, 
lOxDenhardt, 0,5% SDS, 100 fig/ml d'ADN de sperme de 
saumon, 50% formamide deionisee, a 42°C pendant 16 
heures. Les membranes ont ete ensuite lavees dans du 
2xSSC, 0,5% SDS a temperature ambiante et dans du lxSSC, 
0.1% SDS a 65°C, puis exposees au Phospor Imager 
(Molecular Dynamics) . 

Traduction in vitro 

Les ADNc sont sous-clones dans le plasmide pcDNA3 ; 
transcription et traduction in vitro sont conduites en 
utilisant le kit TNT de Promega. Les produits sont 
visualises apres electrophorese en gel gradient de 
polyacrylamide (10%) et exposition au Phospor Imager. 
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Flotation 

Les produits cie traduction in vitro (17 /zl) marques 
a la 35S-methionine sont incubes 1 heure a 37°C en 
presence de 100 [ig/ml de LDL, ImM oleate en tampon A, 
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dans un volume final de 400/zl. Un volume egal de BSA 
8%(p /v) est ajoute. La densite est ajustee a 1,21 g/ml 
(assumant une densite d'origine de 1,025 g/ml), avec du 
sodium bromide. Les echantillons sont alors deposes sur 
5 une solution de sodium bromide a 1,063 g/ml, puis 
centrifuges 20 heures a 4°C (rotor Beckman SW41) . Un 
volume de 1 ml est recueilli en surface, dialyse contre 
du tampon d'elution d' electrophorese, et la 
radioactivite est comptee (compteur P Beckman) . 

10 

Preparation et radiomarquage de la leptine recombinant e 
de souris 

L'ADNc de leptine est obtenu a partir de 1'ARNm de tissu 
adipeux de souris C57BL/6J par PCR. L' amorce 5' de PCR 

15 introduit un codon d' initiation apres la sequence 
signale qui est deletee et une sequence codant pour une 
terminaison hexahistidine . La sequence modifiee codant 
pour la leptine murine est clonee dans un vecteur 
d' expression pSE2 80 (Invitrogen, France) et exprimee 

20 dans E.Coli. Le sequengage de l'ADN du plasmide confirme 
la sequence codante. Les bacteries sont cultivees a 37° 
C et la synthese de la proteine est induite par 1 mM 
d' isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside . Les bacteries, 
recuperees apres centrif ugation douce, sont lysees par 

25 congelation-decongelation et l'ADN est digere par une 
deoxyribonuclease I. Les membranes cellulaires sont 
extraites a l'aide de detergent et les corps 
d' inclusions sont separes apres centrif ugation . Apres 3 
lavages dans 1% de deoxycholate de sodium en PBS, les 

30 corps d' inclusion sont solubilises dans une solution de 
guanidine-HCl 6M. La renaturation de la proteine 
recombinante est realisee par dilution au 1/100 dans du 
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PBS. La proteine renaturee est ensuite purifiee et 
concentree sur colonne de chromatographic d'af finite 
metal chelate au Nickel (Probond, Invitrogen) . L'elution 
est effectuee par de l'imidazol. On controle la purete 

5 de la leptine recombinante par electrophorese SDS-PAGE 
et son activite par 1' evaluation de la satiete chez des 
souris C57BL/6J ob/ob apres injection intraperitonale de 
25 /zg de leptine. La leptine recombinante est ensuite 
radiomarquee en utilisant des Iodo-Beads (Pierce) et 

10 selon la methode preconisee par le f abricant . 

Mesure de la reponse lipidique post-prandiale chez les 
souris 

Des souris controles, ob/ob et db/db a jeun depuis la 
15 veille sont gavees avec un repas tres riche en graisse 
[60% de graisse (acides gras satures 37%, monoinsatures 
27% et polyinsatures 36%) , 20% de proteines et 20% 
d 1 hydrate de carbone] fournissant 56 kcal d'energie / kg 
du poids de 1 ' animal . A differents temps, on preleve 
20 dans des tubes contenant 90jiig d 1 EDTA disodique, 20 /xl de 
sang par la veine caudale, et apres separation du plasma 
par centrifugation, on determine la concentration 
plasmatique en triglyceridemie a l ! aide d'un kit de 
dosage enzymatique. 

25 

Mesure de la clairance de la leptine chez les souris 

Les souris (6-8 semaines) femelles a jeun recpoivent 

125 

par la veine caudale une injection de 80 ng de I- 
leptine recombinante murine ou de 125 I-(3 2 -microglobuline 
30 (Sigma, marquee par la methode Iodobeads, comme la 
leptine) . Cinq minutes apres, les animaux sont perfuses 
avec une solution saline physiologique (15 ml) . Les 
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tissus sont preleves, et comptes pour leur radioactivite 
(compteur Gamma) . Dans certains cas, un ant i- corps anti- 
LSR ou une proteine controle sont injectes 3 0 minutes 

125 

avant 1' injection de I-leptme. 

II est important de noter que le marquage de la 
leptine avec 1 |125 I n'a pas d'effet sur son activite 
biologique . 
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Chromatographie d'af finite leptine 

On utilise une colonne Hi-trap (Pharmacia) : 5mg de 
leptine sont fixes sur 1ml de colonne, selon les 
methodes preconisees par le fabricant. Les proteines de 

5 membrane plasmique sont solubilisees a partir de foies 
de rat comme indique precedemment (Mann et al . , 1995), 
puis dialysees une nuit contre du PBS pH 7,4, 0,1% Tween 
20. La colonne est lavee dans le meme tampon, et 
l'extrait proteique est depose a un debit de 0,2 

10 ml/minute. La colonne est lavee par 6 ml du meme tampon. 
Elle est ensuite eluee par le meme tampon supplements de 
lOOmM glycine pH 3 ; 20 fractions de 500 /il sont alors 
neutralisees par 5 /il de PBS, 0,1% Tween 20 pH 8. 50 /xl 
de chaque fraction sont deposes sur membrane de 

15 nitrocellulose pour analyse en Dot blot au moyen de 
l'anticorps anti-LSR. Les fractions positives (1, 3, 4, 
7 et 8) sont dialysees contre du bicarbonate d' ammonium 
24 mM, Tween 20 0,01%, poolees et concentrees au speed 
vac en un volume final de 300 /zl. 40 fil du produit final 

20 sont analyses en Western blot au moyen d'anticorps anti- 
LSR. 

Purification de la sous-unite y du LSR 

Des anticorps anti-LSR (bande A) sont couples a une 
25 resine [2,5 mg d ! IgG pour 3,5 ml de resine affi-gel Hz 
immunoaf f inity kit (Biorad 153-6060)] qui est ensuite 
incubee avec des proteines solubilisees a partir de 
membranes totales de foie de rat (tampon Tris 20 mM, 
EDTA 2mM, Octylglucoside 0,125 M (5 X CMC), inhibiteur 
30 cocktail 1%, PH 7.4 : 160 mg de proteines membranaires 
donnent 41,3 mg de proteines solubilisees (PS) dans un 
volume de 17 ml. 
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- L ! incubation est realisee pendant 12 heures : 17 ml 
completes a 50 ml avec du tampon Tris 20 mM, EDTA 2 mM, 
pH 7,4 avec les 3,5 ml de resine, sous agitation 
rotative, a temperature ambiante. La resine est lavee 
5 avec 40 ml de tampon Tris 20 mM, EDTA 2mM, pH 7,4 puis 
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eluee avec du tampon Tris 20 mM, EDTA 2 mM, glycine 
200 mM, pH 2,5 en 30 fractions de 500 /xl. Le pH de 
chaque fraction est neutralise avec 100 /xl par tube de 
tampon Tris 1M, EDTA 2mM, pH 9 . 50 /zl de chaque fraction 
5 sont deposes sur une membrane de nitrocellulose pour 
analyse en dot blot : incubation avec l'anticorps anti- 
LSR, puis avec un second anticorps couple a la 
phosphatase alcaline. 

- Les fractions positives de 7 a 28 sont poolees 2 par 2 
10 et concentrees 2,5 fois au Speedvac. Un Western blot sur 

les fractions poolees concentrees et separees, sur un 
gel PAGE-SDS 10% est realise. Des bandes sont observees 
dans les fractions 7 a 14 (les fractions sont poolees) . 

- Les deux pools sont dialyses contre du bicarbonate 
15 d ! ammonium 24 mM, puis lyophilises au Speedvac. La 

poudre est reprise dans 80 /zl de tampon Tris 20 mM, EDTA 
2 mM, SDS 2 %, Uree 3%, pH 7,4 reduite en presence de 5% 
(3-mercaptoethanol 30 minutes a 100°C. 

- Apres migration et transfert humide en Tris 50 mM, 
20 Borate 50 mM sur une membrane de sequengage (PVDF) a 30 

mA, la membrane est coloree a l ! Amido black. 

Transfection cellulaire 

Un systeme d' expression utilisant le plasmide pcDNA3 
25 ainsi qu f un systeme d' expression inductible par 
l ! ecdysome avec le plasmide pIND (No et al . , 1996) sont 
utilises pour 1' expression du gene LSR dans des cellules 
animales . Le cDNA du LSR est sousclone a 1 1 interieur des 
plasmides pcDNA3 et pIND (Invitrogen) au niveau du site 
30 de restriction EcoRI . Les constructions une fois obtenue 
sont utilisees pour transfecter les cellules animales 
CHO (cellule d'ovaire de hamster). Pour le systeme 
inductible, les cellules sont transfectees en meme temps 
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avec le plasmicie pVgRXR (Invitrogen) . Ce second plasmide 
permet 1 Expression d f un recepteur qui quand il est 
associe a l f ecdysome, va se fixer sur une sequence 
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promotrice presente dans le plasmide pIND et situee en 
5 ' du gene candidat . 

La transfection cellulaire est realisee a I'aide du 
"superfect transfection reagent" (Qiagen) . Le reactif de 

5 ce systeme de transfection assemble l'ADN en une 
structure compacte, optimisant 1 ! entree de 1 1 ADN dans 
les cellules. Le complexe une fois forme est charge 
negativement et peut se fixer sur des recepteurs 
cellulaires charges positivement . De plus, une fois dans 

10 la cellule, le reactif tamponne le lysosome apres sa 
fusion avec l'endosome, ceci entrainant une inhibition 
des nucleases endosomales . 

Les cellules sont incubees en presence du complexe 
pendant 2 heures puis sont lavees avec du PBS et mises 

15 en culture dans du milieu frais contenant les 
antibiotiques Zeocine (systeme d' expression avec ou sans 
induction) et geneticine (systeme d 1 expression avec 
induction) pour selectionner les cellules transf ectees . 
Apres quelques jours de culture, un sous clonage 

20 cellulaire est effectue en plaque de 96 puits de fagon a 
obtenir des clones isoles. 

Example 1 

25 Identification du complexe proteique responsable de 

1 ' activite LSR : purification partielle, et 

caracterisation au moyen d'anticorps polyclonaux 

La technique des ligand blotting a ete utilisee pour 
30 identifier le complexe proteique responsable de 
l 1 activite LSR. Cette technique, decrite en detail par 
Mann et al., 1995, est exposee en Materiels et Methodes. 
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L ! analyse de 1 ' image obtenue en presence (Figure 11, 
ligne 2) ou absence (Figure 11, ligne 1) d'oleate a 0,8 
mM met en evidence la presence de 3 bandes principales 
ayant fixe les LDL . Le PM apparent de la premiere bande 

5 est d' environ 240 kDa, celui de la seconde est de 
115 kDa et celui de la troisieme est de 90 kDa. Sur la 
base de ces observations, deux hypotheses sont avancees 
: d'une part l'activite LSR est liee a la presence de 
plusieurs proteines distinctes ; d' autre part le meme 

10 type d' image peut s'expliquer par une organisation 
multimerique d'un complexe proteique. 

Afin de verifier cette hypothese, nous avons 
entrepris la purification de la bande presentant le 
poids moleculaire apparent le plus eleve (240 kDa) . La 

15 purification partielle de cette proteine designee comme 
« bande A » est realisee par electrophorese preparative. 

Les proteines de membrane plasmique de foie de rat 
ont ete preparees et separees sur gel de polyacrylamide 
comme ci-dessus. La localisation precise de la bande A a 

20 ete etablie par ligand blotting realise apres 
electrotransf ert d ' echantillon de gel preparatif preleve 
a differents niveaux. 

Les fragments de gel contenant la bande A sont 
ensuite preleves et electroelues . Les proteines ainsi 

25 eluees sont ensuite concentrees (speedvac) et testees 
pour leur capacite a fixer les LDL en presence d'oleate 
apres electrophorese et transfert sur membranes de 
nitrocellulose (ligne 3) . Les proteines ainsi obtenues 
ont ete utilisee pour lever des anticorps polyclonaux 

30 (voir Materiels et Methodes) , dont la specif icite a ete 
testee par Western blotting. Les resultats de la Figure 
11 ligne 4 indiquent que les anticorps produits a partir 
des proteines de la bande A se fixent sur 3 bandes 



87 

proteiques principales (240 kDa, 115 kDa et 90 kDa) qui 
fixent les 125 I-LDL en presence d' oleate (Figure 11, ligne 
4) . Afin de verifier le lien entre ces complexes 
proteiques et l'activite LSR, nous avons teste l'effet 

5 de ces anticorps polyclonaux sur l'activite LSR. 

Les methodes mises en jeux ont ete decrites en details 
precedemment (Mann et al . , 1995 ; Troussard et al . , 
1995) . L'activite du LSR est mesuree selon le protocole 
expose en Materiels et methodes. 

10 L'effet inhibiteur d' anticorps anti-LSR, sur l'activite 
LSR, compare a celui d'une preparation quelconque 
d' immunoglobulines de lapin est montre dans la Figure 
12A. On confirme ainsi que le complexe multimerique 
decrit ci-dessus est responsable de l'activite du 

15 recepteur, et on valide la technique de ligand blotting 
utilisee pour 1' identifier . L'effet des anticorps anti- 
bande A a en outre ete teste sur les autres etapes de 
l'activite du recepteur: 1 1 internalisation et la 
degradation des lipoproteines par le LSR exprime en 

20 surface d' hepatocytes en culture primaires (selon le 
protocole decrit en Materiels et Methodes) . Les donnees 
de la Figure 12B montrent que les anticorps anti-bande A 
inhibent la plus grande partie de l'activite de fixation 
des LDL aux LSR presents au niveau des hepatocytes. 

25 Cette inhibition induit une diminution dans .les memes 
proportions de 1 1 internalisation et de la degradation 
proteolytique des lipoproteines. 

Les anticorps anti-bande A sont ainsi caracterises 
comme anti-LSR. Leur specif icite relative a enfin ete 

30 definie par une methode d' immunoprecipitation selective. 
Des extraits d' hepatocytes en culture primaire sont 
immunoprecipites au moyen des anticorps anti-LSR decrits 
precedemment, selon le protocole decrit en Materiels et 
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Methodes. L ! analyse des resultats indique qu'en 
conditions non reduites (Figure 13, lignes 2 et 3), les 
anticorps revelent 3 bandes proteiques principales: 2 de 
poids moleculaire apparent 240 kDa et 180 kDa, 1 de 

5 poids moleculaire apparent de 68 kDa. On note egalement 
la presence de 2 bandes d'intensite plus faible 
correspondant a un poids moleculaire de 115 kDa et 90 
kDa. Cette approche experimentale met done en evidence 
essentiellement les meme elements proteiques que ceux 

10 identifies par la methode de ligand blotting. On observe 
par ailleurs qu'en conditions reduites, les elements de 
haut poids moleculaire se dissocient en 3 elements de 
poids moleculaires apparents respectifs de 68 kDa, 56 
kDa et 35 kDa. 

15 Cette observation indique que le recepteur LSR est 

un multimere compose de 3 types de sous -unites designees 
respect ivement comme a (PM 68 kDa) , p (PM 56 kDa) et y 
(PM 35 kDa). L'intensite relative des sous-unites a et P 
est proche alors que celle de la sous-unite y est 

20 d 1 environ 1/4 de celle des 2 autres . Le LSR represente 
done un multimere compose d'au moins trois sous-unites 
distinctes ; 1 ' identification des elements a et p a ete 
realisee par criblage d'une librairie d' expression , 
tandis que celle de 1' element y a ete realisee par 

25 sequengage N- terminal apres purification. 

Exemple 2 

Clonage du c-DNA codant pour le LSR a et P 
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Le criblage d'une banque d' expression au moyen des 
anticorps anti-LSR decrits precedemment a ete realise 
comme indique en Materiels et Methodes . 

Deux clones contenant un insert de 1.8 kb ont ainsi 
ete obtenus, et se sont reveles de sequences identiques. 
L' hybridation d'ARNm de foie de rat avec une sonde 
realisee a partir de cet insert a mis en evidence deux 
bandes de tailles respect ives de 1,9 kb et 2,1 kb 
(Figure 14A) . L' analyse par Northern blotting de la 
distribution tissulaire des messagers correspondants a 
montre qu'ils sont exprimes pref erentiellement dans le 
foie (Figure 14B) . 

Un ADNc correspondant a la bande de l,9kb a ete 
reconstruit par 5' RACE PGR a partir du fragment de 1,8 
kb, et sequence. Afin d'elucider la presence de bandes 
multiples en Northern blotting, plusieurs couples 
d' amorces definissant des fragments de cette sequence 
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ont ete synthetases, et utilises comme amorces pour une 
amplification en PCR selon les conditions exposee en 
Figure 14C. Alors que chaque couple d' amorces met en 
evidence un fragment unique, le couple be' permet 

5 d' amplifier trois fragments de tailles differentes. 
L' analyse des sequences de ces fragments permet de 
reconstituer la sequence de trois ADNc complets de LSR, 
ayant pour tailles respectives 2097 pb, 2040 pb et 1893 
pb, et tous trois correspondant a un meme messager 

10 precurseur par epissage alternatif . 

Ces trois ARN contiennent un cadre ouvert de lecture 
debutant par un codon AUG a la position 219 entoure 
d'une sequence consensus Kozak (Kozak, 1987 et 1990) . 
Les poids moleculaires predits des proteines encodees 

15 par ces trois ARNs sont respect ivement de 66 kDa, 64 kDa 
et 58 kDa. La faible difference de taille entre les 
elements de 66 kDa et 64 kDa n'est pas discernable par 
une analyse en electrophorese . Aucun site de 
glycosylation n'est present sur les sequences. Les deux 

20 cDNAs complets codant pour les formes la plus longue (66 
kDa) et la plus courte (58 kDa) de LSR ont ete traduites 
in vitro, selon le protocole indique en Materiels et 
Methodes. Les poids moleculaires des produits obtenus, 
soit 68 kDa et 56 kDa (Figure 15) , correspondent de 

25 fagon proche a ceux des sous -unites a et P du LSR. 

Pour definir si les produits de ces ARNm sont 
responsables de l'activite du recepteur, trois approches 
experimentales differentes ont ete utilisees. 
Premierement , un peptide correspondant aux residus 169- 

30 186 du LSR produit de 1' ARNm de taille 2097 pb a ete 
synthetise. La sequence de ce peptide est commune aux 
trois proteines identifiees ci-dessus. Des anticorps 
diriges contre ce peptide synthetique ont ete obtenus. 
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La Figure 16A montre l'effet inhibiteur de ces anticorps 
anti-peptide LSR sur la fixation des LDL au LSR present 
sur les membranes plasmiques de rat. Deuxiemement , une 
purification partielle des sous-unites a et p a ete 

5 obtenue par solubilisation selective a l'aide de 
sarkosyl ; une etude en Western et ligand blotting a 
montre que les elements a et p fixent les anticorps 
polyclonaux ant i- LSR (Figure 16B, ligne 1) , les 
anticorps anti-peptide LSR (Figure 16B, ligne 2) , et 

10 les LDL apres incubation avec oleates (Figure 16B, ligne 
4) . Troisiemement , LSR 66 et 58 ont ete obtenus in vitro 
par traduction a partir des ARN LSR-Rn-2097 et LSR-Rn- 
1893 marques a la Cysteine S35, puis incubes avec des 
LDL en presence ou absence d' oleates. Le complexe LDL- 

15 proteine a ensuite ete reisole par ultracentrif ugat ion . 
L'oleate augmente la fixation du LDL aux LSR 56 
( respect ivement LSR 68) par un facteur 2 (5 
respect ivement) . On montre ainsi que LSR 56 et LSR 68 
fixent les LDL uniquement apres incubation avec 

20 l'oleate. L' ensemble de ces resultats indique que les 
ARN messagers LSR-Rn-2097 et LSR-Rn-2040 codent pour 
deux proteines indistinguables par electrophorese et 
dont le poids moleculaire apparent est 68 kDa ; ces 
proteines correspondent a la bande a du LSR identifiee 

25 apres immuno-precipitation en conditions reduites. LSR p 
est vraisemblablement le produit de traduction de l'ARN 
1893. Les analyses de stoechiometrie apres 
immunoprecipitation indiquent que le complexe 
multimerique de poids moleculaire apparent 24 0 kDa est 

30 le resultat d'un assemblage d'une sous-unite a avec 
trois sous-unites p. L' analyse des differents domaines 
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dies proteines correspondant aux LSR a et P est 
compatible avec une fonction de recepteur lipoproteique . 
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Exemple 3 

Analyse des sequences des sous-unites a et (3 du LSR 

5 L* analyse systemat ique des produits des 3 ARN 

messagers decrits ci-dessus est representee 
schematiquement Figure 17. La proteine encodee par 1 'ARN 
de plus longue taille (LSR-Rn-2097) presente les 
caracteristiques suivantes . 

10 Plusieurs sites de phosphorylation sont localises au 

niveau de l'extremite NH2 terminale, suggerant que 
celle-ci est orientee vers la region intracellulaire . 
Par ailleurs, la proteine presente, du cote NH2 
terminal, une sequence d ! acides amines hydrophobe, 

15 separees en deux parties par 2 prolines contigues, qui 
induisent une structure en epingle a cheveux dont les 
deux bras seraient const itues d ! acides amines 
hydrophobes. II est raisonnable de supposer que cette 
region represente le site de fixation des acides gras du 

20 LSR. La structure en doigt de gant ainsi realisee peut 
accommoder une chaine hydrocarbonee aliphatique. 

Du cote NH2 terminal encore, se trouve une sequence 
consensus de fixation a la clathrine, proteine qui 
tapisse la face interne des « coated pits » (Chen et 

25 al . , 1990). Ces regions specif iques de la membrane 
plasmique permettent l'endocytose rapide des proteines 
membranaires . Une telle sequence consensus est 

retrouvee au niveau de la LRP-a 2 -macroglobuline 
recepteur, de la CRAM et du LDL-recepteur (Herz et al . , 

30 1988 ; Lee et al . , 1990 ; Goldstein et al . , 1995). Une 
mutation a ce niveau a comme consequence un retard 
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important d ■ internalisation des LDL, et induit une 
hypercholesterolemia familiale (Davis et al . , 1986). 
Entre ce signal de fixation a la clathrine et la chaine 
hydrophobe qui correspond au segment transmembranaire 
5 unique, se trouvent 2 motifs LI et LL (Letourneur et 
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al., 1992). Ces deux motifs sont retrouves au niveau des 
proteines suivantes : glut 4 transporteur de glucose 
(Verhey et al . , 1994); la chaine invariante et le 
complexe d 1 histocompatibility de classe II (Zhong et 
al., 1997 ; Parra-Lopez et al . , 1997). Ces signaux 
controlent l'endocytose et l'adressage intracellulaire 
des proteines dans le systeme membranaire peripherique . 
Le recepteur possede ensuite une sequence d'acides 
amines hydrophobe qui constitue un domaine 
transmembranaire potentiel. La longueur de ce segment ne 
permet qu'un seul passage a travers la bicouche 
phospholipidique (Brendel et al . , 1992). 

Du cote carboxy- terminal on trouve ensuite une region 
riche en cysteine qui presente une homologie avec les 
recepteurs des cytokines et plus particulierement : les 
recepteurs aux TNF 1 et 2 (Tumor Necrosis Factor 1 et 2) 
; le recepteur au NGF de faible af finite (Nerve Growth 
factor) ; le recepteur soluble au TNF du virus de 
fibrome de Shope ; CD4 0,CD27 et CD3 0, recepteurs pour 
les cytokines CD40L, CD27L et CD30L ; la proteine de 
cellule T 4 -IBB, recepteur pour la cytokine putative 4- 
1BBL, 1'antigene FAS (APO 1), recepteur pour la proteine 
FASL impliquee dans l'apoptose, 1'antigene 0X40 de 
cellule T f recepteur pour la cytokine 0X40L, et la 
proteine A53 du virus de la vaccine (Cytokines and their 
receptors, 1996 ; Banner et al . , 1993). 

Outre ce segment cysteine riche, on trouve une 
region d'acides amines charges alternativement + et - 
(Brendel et al . , 1992). Cette region fournit un site de 
fixation potentiel pour les ligands apoproteiques Apo B 
et Apo E. 
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Cette region contient en outre un motif RSRS retrouve au 
niveau de la lamine (Simos et al . , 1994) et du 
SF2 ' (Krainer et al . , 1991) . 

La forme LSR encodee par l'ARN LSR-Rn-2 040 possede tous 

5 les domaines decrits precedemment d'apres la sequence de 
LSR encodee par l'ARN LSR-Rn-2097, a 1' exception de 
1' element LI/LL, dont le doublet Leucine se trouve 
elimine par epissage alternatif. Bien que possedant des 
sequences tres proches, LSR-Rn-2097 et LSR-Rn-2040 

10 pourraient done differer quant a leur vitesse de 
recyclage et leur adressage. La forme LSR-Rn-1893 ne 
possede pas de domaine transmembranaire , ni de region 
riche en cysteines et homologue des recepteurs a 
cytokines. Toutefois, il possede au niveau NH 2 -terminal 

15 la region hydrophobe separee par une repetition de 
prolines, la region riche en acides amines charges, et 
le motif RSRS. Ce constituant, est vraisemblablement 
positionne entierement a l'exterieur de la cellule, ou 
il est fixe par 1' intermediaire de ponts disulfures, 

20 soit au produit de LSR-Rn-2040, soit a celui de LSR-Rn- 
2097. 

Exemple 4 

25 Implication du LSR dans la clairance des cytokines 

L' analyse de la sequence de la sous-unite a du LSR met 
en evidence une region riche en cysteine, qui correspond 
a une signature de recepteur a cytokines. Le LSR se 
30 distingue cependant des recepteurs a cytokines par la 
presence de signaux permettant 1'endocytose rapide du 
complexe recepteur/ligand (motif clathrine) . 
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Nous avons emis l'hypothese que ce recepteur 
pourrait servir a 1'epuration des cytokines, et 
notamment de la leptine. 

Afin de verifier cette hypothese, nous avons mesure 
la degradation de la leptine recombinante par des 
hepatocytes en culture primaire (Materiels et Methodes) . 
Cette degradation est inhibee par : 

a) les anticorps polyclonaux diriges contre le LSR. Ces 
anticorps inhibent egalement dans les memes proportions 
I'activite LSR 

b) la 39 kD Receptor Associated Protein (RAP) ; cette 
proteine bloque I'activite LSR in vitro et retarde la 
clairance des chylomicrons in vivo (Troussard et al . 
1995 ; Willow et al . , 1994) 

c) la chloroquine ; ce poison cellulaire empeche 
1' acidification des vesicules d'endocytose et inhibe 
I'activite des proteases lyposomales 

d) l'oleate ; cet acide gras libre induit le changement 
de conformation du LSR, qui demasque le site de fixation 
des lipoproteines . 

Ceci indique que la conformation FAF (Fatty Acid Free) 
du LSR est seule compatible avec la fonction de fixation 
suivie de degradation de la leptine. Les 
immunoglobulines non-specif iques sont sans effet sur la 
degradation de la leptine (Figure 18) . 

Afin de verifier la fixation de la leptine au LSR, une 
colonne de chromatographic contenant de la leptine 
recombinante a ete preparee. Les proteines de membrane 
plasmique de foie de rat ont ete deposees sur cette 
colonne, et, apres lavage, les proteines fixees ont ete 
eluees en presence de glycine pH3 . La Figure 19 montre 
que les anticorps anti-LSR reconnaissent specif iquement 
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, nrS< , c'gtre fixee a la leptine, a 
la sous-unite a qui, apres s etre 

ete relarguee par le tampon glycine. 

De s experiences de transfection stable de la sous-un.te 
0 (Materiels et Methodes) permettront de mesurer 
1'af finite de la leptine pour ce nouveau recepteur. 

Ces resultats suggerent que le LSR represente une 
deS voies de degradation et d' elimination de la leptine 
L' injection in vivo de leptine recombinants radio- 

. ^4 tant chez les souris obeses que chez 

marquee a montre, tant cne^. 

■ „ nontroles une vitesse de clairance rapide et 

les souris controieb, une 

une captation pref erentielle de la leptine par le fox. 
2 1. rein : 50% de la dose injectee est retrou.ee apres 
10 minutes dans ces deux organes. Min d' analyser les 
m ,canismes de captation selective de U leptme nou 
avons compare les quantites de leptine et de P 2 

^icrogiobuline (proteine soluble de poids moleculaire 

-, • ^ i a lentine, choisie comme controle) 
proche de celui de la ieptme, 

presentes dans le rein et le £oie de souris nobles et 
d e deux lignees de souris obeses 5 minutes apres 

^ „~ hv a np„qe de ces deux protemes 
injection d'une meme dose traceuse ae ce 

resultats presentes en Figure 20 
radio-marquees. Les resuiwtb y 

montrent que la quantite de leptine selectivement captee 
par le £oie est diminuee dans les souris obeses, par 
, rapport aux souris controles par ailleurs, on ne 
trouve pas de difference entre les differentes Ugnees 
pour ce qui concerne la captation renale de la leptrne. 
Hons avons ensuite montre que le nonfcre de receptees 
LSR chez des animaux obeses presentant soit un deficit 
,„ en leptine ,*/<*,. -it un deficit de Lob rece pt eur 
(db/db) , est diminue signif icativement (Figure 21) . 
diminution de la captation hepatique selective de a 
ieptine che, !es souris obeses coincide avec la 
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diminution chez ces animaux du nombre apparent de 
recepteurs LSR. Nous avons enfin teste l'effet 
d'anticorps anti-LSR sur la distribution de la leptine 
entre foie et rein, 5 minutes apres injection d'une dose 
traceuse. La captation hepatique de la leptine est 
diminuee, et la captation renale est augmentee par les 
anticorps anti-LSR , en comparaison avec des 
immunoglobu lines controles (Figure 22) . Ces resultats 
indiquent done que le LSR est responsable de la 
captation hepatique selective de la leptine et qu'une 
diminution du nombre de recepteurs est observee chez les 
animaux obeses. Une telle diminution peut expliquer le 
syndrome de resistance a la leptine et 1 ' augmentation de 
la concentration plasmatique de la leptine qui est 
observee chez la plupart des sujets humains obeses. 

II est egalement possible que le LSR serve de voie 
de degradation pour d'autres cytokines, notamment celles 
produites par le tissu adipeux. On retiendra 
particulierement 1' importance du Tumor Necrosis Factor a 
et du Nerve Growth Factor. Ces deux cytokines exercent 
un effet amaigrissant significatif lorsqu'elles sont 
injectees a des sujets humains (Cytokines and their 
receptors, 1996) . 

Exemple 5 

Controle de 1'activite LSR par les cytokines 

La sous-unite a du recepteur LSR fixe la leptine et 
possede des sites potent iels de phosphorylation. Ceci en 
fait un recepteur qui non seulement medie 1 ' endocytose, 
mais pourrait servir a la signalisation cellulaire. Nous 
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avons teste l'hypothese que la leptine module l'activite 
du LSR. L'ajout de concentrations croissantes de leptine 
a des hepatocytes en culture augmente la fixation, 
1' internalisation et la degradation des VLDL et des LDL 

5 (Figure 23) . Cet effet de la leptine est obtenu a 
t ravers une augmentation du nombre apparent de 
recepteurs exprimes a la surface des hepatocytes (Figure 
24A) . Cette augmentation resulte d'une part d'une 
augmentation de la synthese proteique (elle est inhibee 

10 partiellement par la cycloheximide, inhibiteur de la 
synthese proteique). Elle implique d' autre part la 
mobilisation des vesicules endocytiques par le systeme 
des microtubules (elle est en effet inhibee par la 
cytochalasine B qui bloque le transport microtubulaire) 

15 (Figure 24B) . 

Afin de verifier in vivo 1' effet de la leptine sur 
l'activite LSR, nous avons caracterise la reponse 
triglyceridemique post-prandiale de souris controles, 
ob/ob et db/db, apres un repas test de gavage . En accord 

20 avec la reduction du nombre de recepteurs LSR observee 
chez les souris obeses, une amplification de la reponse 
post-prandiale est egalement presente chez les souris 
obeses non traitees. L' administration de leptine par 
voie intraveineuse en meme temps que le repas test 

25 permet de reduire la reponse lipemique post-prandiale 
dans les deux lignees de souris obeses et chez les 
souris controles (Figure 25) . Cette diminution de la 
reponse lipemique induite par la leptine est supprimee 
par 1 ' administration de lactoferrine (Figure 26) , qui 

30 bloque l'activite du LSR (Yen et al . , 1994 ; Mann et 
al. , 1995) . 

In vivo aussi, 1 ' administration de leptine induit 
une augmentation du nombre apparent de recepteurs LSR 
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exprimes au niveau de la surface des hepatocytes. Cette 
augmentation est significative, tant chez les souris 
ob/ob que chez les souris db/db (Figure 27) . 

La leptine et vraisemblablement d'autres cytokines 
sont done regulateurs de l'activite du LSR. Un syndrome 
de resistance a la leptine, ou a d'autres cytokines, 
peut entrainer une hypertriglyceridemie, soit 
permanente, soit limitee a la phase post-prandiale . 

Exemple 6 

Identification de la sous-unite y du LSR 

Les sous-unites a et P du LSR ont ete identifiees 
(Exemple 1) . L' analyse des produits de traduction des 
ARNs codant pour ces deux sous -unites ne permet pas 
d'expliquer la presence d'une troisieme sous-unite de 
poids moleculaire « 35 kDa. Cette derniere n'est detectee 
qu'apres reduction du complexe LSR (Figure 13, ligne 4) . 

Nous avons purifie et obtenu la sequence NH2 
terminale de cette sous-unite y. 

La purification est realisee par chromatographie 
d ! immunoaf finite (Materiels et Methodes) . Une bande de 
PM apparent d 1 environ 35 kDa est identifiee et envoyee 
pour sequengage selon la methode Edman. 

La sequence obtenue est LHTGDKAFVEFLTDEIKEE . Cette 
sequence correspond a I'identique a celle d'une proteine 
de poids moleculaire 33 kDa identifiee precedemment 
comme une proteine de la surface cellulaire qui fixe les 
t§tes globulaires du Clq (gClq-R) (Ghebrehiwet et al . , 
1994) . Une observation plus recente indique que ce 
recepteur potentiel du Clq est localise egalement dans 
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des vesicules situees sous la surface cellulaires (van 
den Berg et al . , 1997). Cette proteine correspond 
egalement a une proteine precedemment identifiee comme 
p34, et qui s'associe a un recepteur de la lamine. Ce 

5 recepteur possede un long segment NH 2 terminal oriente 
vers l'interieur du noyau cellulaire ainsi que 8 
domaines transmembranaires . Ce recepteur se fixe a la 
lamine d'une fagon qui depend du degre de 
phosphorylation. Enfin gClq-R s'associe avec le 

10 «splicing factor 2 » (Honore et al . , 1993). Le recepteur 
de la lamine et le « splicing factor 2 » presente en 
commun la caracteristique de contenir une sequence 
repetee de serine et d'arginine (RSRS) situee au niveau 
du segment NH2 terminal dans le cas du recepteur de la 

15 lamine et au niveau carboxy terminal dans le cas du SF2 . 

II est remarquable de cons tat er que tant LSR a que 
LSR p presentent des segments repetes riches en serine et 
arginine (Figure 17) . Notre hypothese est que la 
proteine LSR y represente un chaperon moleculaire qui 

20 s'associe aux sous-unites a et P du LSR via leur domaine 
RSRS. 

Afin de verifier cette hypothese, nous avons obtenu des 
anticorps polyclonaux diriges contre deux peptides 
synthetiques dont la sequence etait situee a l'extremite 
25 carboxy ou NH 2 terminale de la proteine gClq-R. La Figure 
28 montre que ces anticorps inhibent specif iquement 
l ! activite du LSR. L 1 anticorps dirige contre l'extremite 
COOH terminale semble le plus efficace. 

Ces resultats indiquent que gClq-R # ou un de ses 
30 homologues structurellement proche, represente un 
chaperon moleculaire associe de fagon non covalente au 
complexe multimerique LSR. 
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Exemple 7 

Regulation de l'activite LSR par le Clq et ses 
5 homologues 

Regulation de 1' activite LSR par le Clq 

II a ete montre que gClq-R pouvait fixer la tete 
globulaire du facteur 1 du Complement. Nous avons 

10 cherche a utiliser cette propriete du Clq pour deplacer 
gClq-R associe au LSR, et avons mesure l'effet de doses 
croissantes de Clq sur la fixation, 1 ' internalisation et 
la degradation des LDLs par des hepatocytes en culture 
primaire. La Figure 29 montre une augmentation de la 

15 captation et degradation des LDLs induite par le Clq 
humain en 1 ' absence d'oleate. 

Une augmentation moins importante mais neanmoins 
significative est egalement observee en presence 
d'oleate. Toutefois dans ces conditions, l'effet maximal 

20 est obtenu pour des concentrations plus faibles de Clq. 

II apparait done que le gClq-R exerce a 1 ' egard du LSR 
un effet inhibiteur qui est comparable a celui induit 
par la 39 kD RAP a l 1 egard de la LRP, du LDL-recepteur , 
et du LSR (Troussard et al . , 1995). Le deplacement du 

25 chaperon gClq-R en utilisant sa capacite a se fixer au 
complement Clq permet la levee de l'effet inhibiteur. 
L 1 analyse de la sequence de gClq-R fait apparaitre qu'il 
ne peut s ! agir d ! un recepteur membranaire typique. En 
effet, la proteine ne possede pas de sequence hydrophobe 

30 susceptible de traverser la bicouche phospholipidique . 

L'effet de complement Clq sur I'activite du LSR 
ouvre des perspectives importantes dans le cadre de la 
genetique de l ! obesite. II est possible en effet que des 
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mutations affectant soit le gene du Clq, celui du gClq- 
R, soit encore celui de leurs analogues comme par 
exemple AdipoQ , la cerebelline, le collagene alpha 1- 
10, SPA et SPD (proteines du surfactant pulmonaire) , la 

5 proteine se liant au mannane, et le recepteur scavenger 
ou son homologue la LRP (Hu et al . , 1996 ; Drickamer et 
al., 1986 ; Krieger et Herz, 1994 ; Elomaa et al . , 1995) 
modulent l'activite du LSR, tant vis-a-vis de la 
clairance des lipoproteines, que vis-a-vis de celle de 

10 la leptine. 

Composes analogues de Clq 

Plusieurs proteines peuvent interagir avec gClq-R car 
elles presentent des homologies avec le complement Clq. 

15 En particulier deux proteines isolees chez la souris, 
AdipoQ (Hu et al . , 1996) et acrp30 (Scherer et al . , 
1995), et une proteine humaine APM1 (Maeda et al . , 1996) 
presentent des homologies marquantes. Ces trois 
proteines, comme les elements du complement Clq (Clq A, 

20 B, C) sont des proteines secretees ; elles ont une 
extremite NH2- terminale ressemblant au collagene 
(repetition de motifs Gly-X-Y) et une extremite COOH- 
terminale correspondant au domaine globulaire du 
complement Clq. Ces trois proteines sont 

25 pref erentiellement exprimees dans le tissu adipeux. II 
n'y a que 3 acides amines de difference entre AdipoQ et 
acrp30. APM1, proteine dont le messager a ete 
caracterise comme etant tres exprime dans des 
adipocytes, presente 79,7% d'identite en acide nucleique 

30 et 80,6% en acide amine avec AdipoQ. APM1 est done 
certainement 1' homologue humaine de AdipoQ. 
D'autres proteines presentent des domaines globulaires 
ressemblant au domaine de Clq, en particulier la 
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cerebelline et la multimerine (isolees chez l'homme) , 
ces deux proteines n'ont pas de domaine ressemblant au 
collagene. Pour preciser la structure des domaines Clq 
de ces differentes proteines, ces domaine ont ete 

5 alignes (Figure 30) . Les domaines conserves, signature 
des domaines Clq sont retrouves (encadres sur la 
figure), deux residus cysteines en position 172, 179, 
178 et 190, 196, 192 respectivement dans Clq A, Clq B et 
Clq C ne sont pas presents dans les autres domaines 

10 globulaires. Ces residus cysteine sont remplaces dans 
APM1, AdipoQ et arcp3 0 respectivement par un residu 
lysine et un residu aspartate ; ces deux acides amines, 
dans certaines conditions peuvent etablir des ponts 
sal ins intra- chaine permettant de structurer la 

15 proteine, ce qui n'est pas permis par les acides amines 
retrouves dans la cerebelline et la multimerine. II est 
done envisageable de caracteriser le domaine Clq des 
proteines produites par les adipocytes par 1' absence de 
cysteines dans la region correspondant aux acides amines 

20 170-200 des molecules de Clq et par les consensus du 
domaine Clq. 

La comparaison fine des sequences proteiques (domaine 
collagene, donnees non presentees) et domaine Clq 
suggere done que ces proteines appartiennent a une 
25 famille de composes analogues de Clq. Une analyse plus 
fine permettra probablement de les classifier en sous- 
groupes selon leurs specif icites , d' expression ou 
d' activite . 

30 Exemple 8 

Caracterisation de LSR humain 
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Sequence genomique du LSR humain 

Un criblage des banques de donnees de sequences 
nucleiques publiques (Genebank, version : 101) aussi 
bien avec la sequence de lisch7 de souris (N° 
5 Accession : U49507) qu'avec celle du LSR-2097 de rat 
isolee par les inventeurs permet d'isoler deux sequences 
d'ADN genomique humain. II s'agit des cosmides dont les 
numeros d' accession sont AC002128 et AD000684, de 
tailles respectives 45.328 pb et 41.936 pb. Ces deux 
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cosmides se recouvrent partiellement . L'extremite 3 1 du 
cosmide AC002128 chevauche sur 12 838 pb l'extremite 5' 
du cosmide AD000684. Sur la portion commune de 12 838 
pb, les sequences sont identiques a 100%, mises a part 
deux deletions en positions 822 et 3170 du cosmide 
AD00684. Le gene du LSR humain est reparti sur les deux 
cosmides. Pour faciliter 1' etude de cette region, une 
sequence genomique complete a ete reconstitute : les 
45 328 pb du cosmide AC002128 ont ete rajoutees a la 
sequence du cosmide AD000684 comprise entre la base 
12 839 et la base 41 936. L' ensemble constitue une 
sequence de 74 426 pb. Une sequence genomique comprise 
entre les positions 28 334 a 50 413 couvrant le gene du 
LSR a ete extraite (Figures 31 et 38) . 

Les exons putatifs du gene LSR ont ete determines 
apres alignement de la sequence ci-dessus decrite 
(figure 31) avec les sequences des ARNs de Lisch7 de 
souris et de LSR de rat. La validite des sites 
d'epissage de part et d' autre des exons putatifs a ete 
verifiee. Le gene du LSR humain comprend 10 exons 
repartis sur 21 073 pb. La taille des exons est 
respectivement de : 245, 335, 120, 57, 147, 174, 60, 
132, 626 et 125 pb. Les exons decrits dans les 
"features" des sequences de Genebank doivent done etre 
revus selon 1' analyse des invent eurs. L' analyse de la 
sequence a permis de mettre en evidence que le premier 
exon est localise en position 30 334 de la sequence 
AC002128, et comporte 244 pb (et non 151 comme annote) . 
De meme, l'exon 7 que nous decrivons n'a ete annote dans 
aucune des sequences genomiques deposees . 

Les exons 1 et 2 ainsi que 9 et 10 sont 
necessairement co-episses, formant ainsi un bloc 5' 
correspondant aux exons 1 et 2 et un bloc 3' 



108 

correspondant aux exons 9 et 10. Le messager minimal 
fonctionnel, correspondant au produit de ces quatre 
exons, aurait ainsi une taille de 1 331 pb. Pour les 
autres exons, toutes les combinaisons possibles 

5 permettent de conserver la phase ouverte de lecture . 

L(es) exon(s) non codant (s) en 5' n'ont pas pu etre 
determines avec precision. Lisch7 murin est tronque en 
5' et les sequences 5' UTR du rat divergent trop de 
celles de l'homme pour finaliser 1' analyse de ces 

10 sequences et identifier la reelle extremite 5' de I'ADNc 
de LSR humain. Celle-ci pourra etre menee grace a 
l'isolement de 1' extremite 5' des messagers LSR humains 
par les methodes de capture d' extremite 5' developpees 
par les inventeurs (WO 96/34981) . Le site de 

15 polyadenylation decrit, est le seul qui soit present 
avant le gene USF2, present en 3 ' du gene LSR humain. II 
est done tres vraisemblable que la region 3' non 
traduite de ce gene soit tres courte (de taille estimee 
d' environ lOOpb) . Toutes les tailles donnees, concernant 

20 les molecules d'ARN messager de LSR humain devront done 
etre ajustees en fonction de la taille de 1' extremite 
5'- non traduite. La sequence d'ARN messager humaine 
obtenue en tenant compte de 1' ensemble des exons deduits 
de 1' analyse de la sequence genomique a une taille de 

25 2 021 pb ; cette sequence sera par la suite denommee 
LSR-Hs-2021. Cette forme correspondrait a la forme LSR- 
Rn-2097. 

Analyse en Northern blot 
30 Des sondes nucleiques de LSR de rat ont ete utilisees 
pour realiser des Northerns blots avec une membrane 
(Human Multiple Tissue Northern Blot, Clontech #7760-1) 
comport ant des ARNs poly A de Coeur, Cerveau, Placenta, 
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Poumon, Foie, Muscle squelettique, Rein et Pancreas 
humains. Une bande d' environ 2 kpb est mise en 
evidence dans le foie et dans le rein. La quantification 
approximative des resultats d' hybridation indique que 
LSR est exprime dans le foie au moins 5 fois plus que 
dans le rein. 

Clonage du cDNA; etude de la zone d' epissage 
De plus, des produits de transcription inverse PCR 
(RTPCR) ont ete isoles. La transcription inverse a ete 
realisee en amorgant avec un oligo-dT des ARN messagers 
de foie humain. L' amplification est realisee avec des 
amorces sens, de sequence: ATGCAACAGGACGGACTTGGA 
(positions 5' : 2001 et 3 ' : 2021 sur la sequence 
genomique reconstitute) , et anti-sens, de sequence: 
TCAGACGACTAAACTTTCCCGACTCAGG (positions 5' : 20 981 et 
3' : 20 954 sur la sequence genomique reconstitute) , 
respectivement positionnees a l'extremite 5' de I'exon 1 
(au niveau du codon ATG) et a l'extremite 3' de I'exon 
10 (au niveau du codon STOP) , avec le kit Advantage Tth- 
polymerase (Clontech) dans les conditions : 1 min a 
95°C, puis 35 cycles de 10 sec a 94°, 30 sec a 60° et 2 
min a 68°. Deux produits de taille : 1,8 kb et 2 kb sont 
obtenus apres separation sur gel d' electrophorese . 
L'identite des sequences de ces deux produits avec les 
sequences reproduites Figures 7 et 9, peut etre 
confirmee par sequengage des produits de PCR clones 
ainsi que par 1' analyse de 1' epissage alternatif decrit 
ci dessous. 

Les tailles de ces deux produits pouvant s'expliquer par 
un epissage alternatif similaire a celui decrit chez le 
rat, des amorces d' amplification ont ete dessinees a 
l'extremite 5' de I'exon 3 (amorce sens : 5'- 
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TCGTGACCTGACCTTTGACCAGAC- 3 ' ) et a 1 ' extremi te 5 ' cie 
l'exon 6 (amorce ant i- sens : 5'- 

CCTGAGCTACTCCTGTCAACGTCT-3 ' ) . Des transcription inverse- 
PCR ont ete realisees sur des ARN de f oie . Un produit 

5 de PCR presentant deux bandes de tailles approximatives 
180 et 350 nucleotides a ete obtenu. Les deux bandes ont 
ete isolees, donees et sequencees . La sequence de la 
bande d' environ 350 pb indique que la forme a partir de 
laquelle elle est obtenue comprend les exons 3, 4, 5 et 

10 6 ; 1'ARNm correspondant serait LSR-Hs-2 021, 
correspondant a LSR-Rn-2097 . La bande d' environ 180 pb 
correspond a une forme joignant l'exon 3 a l'exon 6. La 
forme d'ARN messager correspondant, contenant tous les 
exons sauf le 4 et le 5, aurait une taille de 1817 pb, 

15 et sera par la suite denommee LSR-Hs-1817. Cette forme 
correspondrait a la forme LSR-Rn-1893. 

En outre, les formes d'ARN LSR mises en evidence chez le 
rat s'expliquent bien par les differentes combinaisons 
d'epissage possibles a partir de la structure genomique 

20 de LSR. Ainsi, la forme LSR-Rn-2097 serait la forme 
correspondant a la totalite des exons (equivalent de la 
forme LSR-Hs-2021 mise en evidence chez l'homme, Figure 
7) ; la forme 2 040, correspondrait a un messager d'ou 
seul manque l'exon 4 (pour 1' instant nous n'avons pas 

25 mis en evidence de forme humaine correspondant e) , la 
forme LSR-Rn-1893 correspondrait a la forme LSR-Hs-1817 
mise en evidence chez l'homme (Figure 9) . 

Cette analyse permet de conclure a 1' existence, chez 
l'homme, de deux formes du LSR equivalentes aux formes 
30 LSR 66 et LSR 58 du rat. Une analyse plus systematique 
des produits de transcription permettra d'etablir 
1' existence potent ielle d ! autres produits issus 
d'epissage alternatif du gene LSR chez l'homme. 



Ill 



Allongement de l'exon 1 en 5' et precision des sites 
d'epissage entre les exons 1 et 2 

Des experiences additionnelles de transcription inverse- 
5 PCR sur l'ARNm ont permis d'augmenter la taille de 
l'exon 1 du cote 5' et de preciser les sites d'epissage 
entre les exons 1 et 2 . Ainsi, l'exon 1 a ete allonge de 
97 pb du cote 5' . Toutefois, cette extremite ne 
const itue pas le debut de cet exon. En outre, il existe 
10 un deuxieme site d' initiation dans l'exon 1 qui se 
trouve plus en aval du premier et qui presente une 
probability plus grande que celui-ci. 

Afin de continuer 1' etude des phenomenes d'epissage 
alternatif, des amorces d' amplification ont ete 
15 dessinees dans l'exon 2 (amorce sens 5'- 
CTACAACCCCTACGTTGAGT- 3 ' ) et a 1 ' extremite 5 ' de 1 ' exon 9 
(amorce anti-sens 5 ' -AGGCCGAGATCGCCAGTCGT- 3 ' ) . Des 
transcriptions inverse-PCR ont ete realisees sur des ARN 
de foie. 

20 D'une part, ces experiences ont permis de constater que 
l'epissage entre les exons 1 et 2 etait different entre 
1 'ARN humain et celui de rat. En effet, les sites sont 
deplaces de 8 pb en 3' de l'exon 1 et de 10 pb en 5' de 
l'exon 2. Cette modification des sites d'epissage 

25 provoque une insertion de 6 acides amines consecutifs a 
1' interface de ces deux exons par rapport a la sequence 
precedemment decrite. 

D' autre part, ces experiences ont permis de mettre en 
evidence les trois differents ARNm issus de l'epissage 
30 alternatif. En effet, un produit de PCR presentant deux 
bandes majeures de taille approximative 750 et 600 
nucleotides et une mineure de 800 nucleotides environ a 
ete obtenu. Les deux bandes majeures ont ete donees et 
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sequencees. La sequence de la bande de 750 pb environ 
indique que la forme a partir de laquelle elle est 
obtenue comprend les exons 2, 3, 5, 6, 7, 8 et 9. La 
bande d' environ 600 pb correspond a une forme comprenant 

5 les exons 2, 3, 6, 7, 8 et 9. Pour rechercher si la 
bande mineure pouvait correspondre a une forme contenant 
1'exon 4, de nouvelles amorces ont ete dessinees dans 
l'exon 3 (amorce sens 5 ' -ACAATGAGGCCTACGCAGA-3 ' ) et dans 
1 ' exon 5 ( amorce ant i - sens 5 ' - C AGGGG CAC CTGACGTAGCA - 3 ' ) . 

10 Un produit de PCR presentant deux bandes de taille 
approximative 150 et 200 nucleotides a ete obtenu. Les 
deux bandes ont ete donees et sequencees. La sequence 
de la bande de 150 pb environ indique que la forme a 
partir de laquelle elle est obtenue comprend les exons 3 

15 et 5. La bande d' environ 200 pb correspond a une forme 
comprenant les exons 3, 4 et 5 . 

La figure 3 8 illustre la sequence genomique du gene LSR 
humain avec 1 ' allongement en 5' de l'exon 1 et la 
precision des sites d'epissage entre les exons 1 et 2 . 

20 Suite a ces modifications, les exons 1 et 2 presentent 
des longueurs differentes de celles annoncees dans 
I'exemple 8 qui sont respect ivement de 3 50 et 345 pb. 
Ainsi, en tenant compte de ces modifications, 1'ARNm 
contenant les exons 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 et 10 est 

25 appele LSR-Hs-2062 et est illustre a la figure 39. II 
correspond a l'ARNm nomme precedemment LSR-Hs-2021. 
L'ARNm contenant les exons 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9 et 10 
est appele LSR-Hs-2005 et est illustre a la figure 41. 
Cet ARNm correspond a celui nomme precedemment LSR-Hs- 

30 1964. Enfin, l'ARNm contenant les exons 1, 2, 3, 6, 7, 
8, 9 et 10 est appele LSR-Hs-1858 et est illustre a la 
figure 43. II correspond a celui nomme precedemment LSR- 
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Hs-1817. Ces trois formes biologiques d'ARNm 
correspondent bien a ce qui a ete observe chez le rat. 
Les sequences des proteines codees par les ARNm LSR-Hs- 
2062, LSR-Hs-2005 et LSR-Hs-1858 sont illustrees 
respect ivement dans les figures 40, 42 et 44. Les 
sequences proteiques biologiques peuvent commencer au 
premier codon ATG observe dans la phase de lecture 
(position 35 de la sequence proteique) . Cependant, le 
codon d' initiation de la traduction prefere se trouve 
plus en aval en position 83 de la sequence proteique. De 
plus, il est tout a fait possible que ce codon 
initiateur soit plus en amont dans la region 5' de 
1'exon 1 non encore determine ou dans un eventuel exon 
precedent celui-ci . 

Enfin, la figure 45 presente une representation 
schematique des differentes formes de proteines mises en 
evidence chez 1'homme en indiquant les motifs conserves. 

Clonage de l'ADNc du LSR de souris ; analyse des 
produits de 1 epissage alternatif. 

Le clonage de l'ADNc du LSR de souris a ete realise a 
partir d'une banque d'ARNm de foie de souris. La methode 
de clonage utilisee est la tneme que pour l'ADNc du LSR 
humain. Les ARNm ont ete purifies et une amplification 
par transcription inverse par PCR avec les amorces d'ADN 
specif iques a ete realisee. Le fragment d' amplification 
a ete clone dans un vecteur de clonage TA (Introgene) . 
Une etude des produits de 1' epissage alternatif avec des 
amorces situees dans l'exon 2 et dans l'exon 9 a 
egalement ete realisee de maniere similaire a celle 
effectuee pour le LSR humain. 

Trois produits de 1' epissage alternatif ont ete 
observes : LSR-Mm-1886, LSR-Mm-1829 et LSR-Mm-1682. LSR- 
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Mm-1886 contient tous les exons de 1 a 10. LSR-Mm-1829 
et LSR-Mm-1682 sont denues des exons 4 et des exons 4 et 
5, respect ivement . Ces trois formes biologiques d'ARNm 
correspondent bien a ce qui a ete observe chez l'homme 
et le rat. Les sequences nucleotidiques des ARNm LSR-Mm- 
1886, LSR-Mm-1829 et LSR-Mm-1682 sont illustrees dans 
les figures 46, 47 et 48, respectivement . Les sequences 
proteiques codees par les ARNm LSR-Mm-1886, LSR-Mm-1829 
et LSR-Mm-1682 sont illustrees dans les figures 49, 50 
et 51. 

Comparaison et analyse des sequences LSR 

a) Comparaison et analyse des sequences LSR avant 
allongement de l ! exon 1 en 5 ' et precision des sites 
d'epissage entre les exons 1 et 2 pour les sequences 
humaines et avant analyse des produits de l'epissage 
alternatif pour les sequences murines. 

La sequence de LSR-Hs-2021 et la sequence de LSR-Rn- 
2097 sont identiques a 78,6% sur 1931 pb chevauchantes . 
Ces chiffres sont respectivement de 78,8% et 1935 pb 
lorsque la sequence de Lisch7 murine est alignee avec la 
sequence humaine. Cela traduit une tres grande 
conservation des sequences nucleiques entre especes. Les 
plus grandes divergences sont observees dans l'extremite 
5' non traduite (quand la sequence est disponible) , dans 
le premier exon codant et dans l'extremite 3' non 
traduite (Figure 32) . 

La sequence proteique deduite de la sequence de LSR-Hs- 
2021 aurait une longueur de 643 acides amines. Elle est 
alignee avec les sequences proteiques de Lisch7 et LSR- 
Rn-2097 (Figure 33) . La conservation des sequences 
proteiques est tres grande (respectivement 77,5% et 
84, 2% d' identite) . 
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Les domaines f onctionnels mis en evidence dans la 
sequence proteique du LSR de rat se retrouvent dans la 
sequence LSR humaine ainsi que dans celle de Lisch7 
murin (Figure 33) . La proteine humaine correspondant a 
la forme LSR-Hs-1817 aurait 575 acides amines. 
L'alignement de ces deux formes humaines avec les trois 
formes decrites chez le rat (Figure 34) montre que 
toutes les formes proteiques conservent le signal NPGY 
de fixation a la clathrine et la signature RSRS 
d' interaction avec gClq-R. Les formes longues humaine 
(produit de LSR-Hs-2021) et de rat (produit de LSR-Rn- 
2097) presentent 1' ensemble des caracteristiques 
f onctionelles du LSR. Les deux formes courtes (produits 
respectifs de LSR-Hs-1817 et LSR-Rn-1893) perdent le 
domaine di- leucine d'adressage lysosomal, le domaine 
transmembranaire et la signature de recepteur a 
cytokine. La Figure 35 represente enfin les deux formes 
mises en evidence chez l'homme, et les motifs que porte 
chacune d'elle en consequence de l'epissage dont elle 
est issue. 

b) Comparaison et analyse des sequences LSR apres 
allongement de l'exon 1 en 5 1 et precision des sites 
d'epissage entre les exons 1 et 2 pour les sequences 
humaines et apres analyse des produits de l'epissage 
alternatif pour les sequences murines. 

La sequence de LSR-Hs-2062 et la sequence de LSR-Rn- 
2097 sont identiques a 78,6 % sur 1 955 pb 
chevauchantes . Ces chiffres sont respectivement de 
78,8 % et 1 851 pb lorsque la sequence de LSR-Mm-1886 
murine (forme longue) est alignee avec la sequence 
humaine. Cela traduit une tres grande conservation des 
sequences nucleiques entre especes . Les plus grandes 
divergences sont observees dans l'extremite 5' non 
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traduite (quand la sequence est disponible) , dans le 
premier exon codant et dans 1 ' ex t remit e 3' non traduite 
(Figure 53) . 

La sequence proteique deduite de la sequence de LSR-Hs- 

5 2062 aurait une longueur de 649 acides amines. Elle est 
alignee avec les sequences proteiques de LSR-Mm-1886 et 
LSR-Rn-2097 (Figure 54) . La conservation des sequences 
proteiques est tres grande (respectivement 80,2 % et 
82,2 % d'identite pour 591 et 590 acides amines 

10 chevauchants) . 

Les domaines fonctionnels mis en evidence dans la 
sequence proteique du LSR de rat se retrouvent dans la 
sequence LSR humaine ainsi que dans celle de LSR-Mm-1886 
murin (Figure 54) . Les proteines humaines correspondant 

15 aux formes LSR-Hs-2005 et LSR-Hs-1858 auraient 630 et 
581 acides amines respectivement. L'alignement des trois 
formes humaines (figure 54) des trois formes decrites 
chez le rat (Figure 56) et des trois formes decrites 
chez la souris (figure 58) montre que toutes les formes 

20 proteiques conservent le signal NPGY de fixation a la 
clathrine et la signature RSRS d' interaction avec gClq- 
R. Les formes longues humaines (produit de LSR-Hs-2062) , 
de rat (produit de LSR-Rn-2097) et de souris (produit de 
LSR(Mm-1886) presentent 1' ensemble des caracteristiques 

25 f onctionelles du LSR. Les trois formes courtes (produits 
respectifs de LSR-Hs-1817, LSR-Rn-1893 et LSR-Mm-1682) 
perdent le domaine di-leucine d'adressage lysosomal, le 
domaine transmembranaire et la signature de recepteur a 
cytokine. On peut egalement remarquer que les trois 

30 formes intermediaires (produit de LSR-Hs-2005, de LSR- 
Rn-2040 et LSR-Mn-1829) perdent le domaine di-leucine, 
le domaine transmembranaire, le domaine correspondant a 
la signature du recepteur a cytokine etant conserve 
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(figures 54, 56 et 58). La Figure 54 represente enfin 
les trois formes mises en evidence chez l'homme, et les 
motifs que porte chacune d'elle en consequence de 
l'epissage dont elle est issue. 

5 Enfin, il est interessant de noter qu'une synthenie 
(conservation de 1 ' organisation de certaines regions 
chromosomiques entre especes) entre la region du 
chromosome 7 de la souris ou est localise le gene de 
Lisch7, a proximite immediate de USF2 , et la region 

10 19ql3 du chromosome 19 humain, portant le LSR, est bien 
decrite. L' organisation des deux genes Lisch7/LSR et 
USF2 est conservee entre especes. De meme, de 
localisation plus centromerique par rapport a ces genes, 
se trouve Apo E, aussi bien chez la souris que chez 

15 l'homme. II est remarquable que le recepteur aux 
lipoproteines LSR, et un de leurs ligands ApoE, soient 
localises dans une meme region chromosomique . En effet, 
il est frequent que le recepteur et le ligand soient co- 
regules. Une telle situation permettrait d'envisager 

20 que des phenomenes observes chez la souris soient 
transposables chez 1 ' homme . 

En conclusion, la similarity de sequence et de structure 
de LSR decrite ci-dessus permet done d'extrapoler a 
l'homme les observations realisees chez le rat. Nous 
25 avons toutefois cherche a demontrer la validite de cette 
conclusion. 

Exemple 9 

30 Activite LSR chez l'homme 

Des cultures primaires de fibroblastes humains 
isoles a partir de sujets presentant une deletion de 
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affect ant promoteur et premier exon du gene du LDL 
recepteur ont ete obtenues . L' incubation de ces cellules 
en presence et en absence d'oleate montre que celui-ci 
induit une activite de fixation, internalisation et 
degradation de LDL qui suit une cinetique de saturation 
(Bihain et Yen, 1992). L'af finite de ce recepteur induit 
par l'oleate est maximale pour les particules riches en 
triglycerides (VLDL et chylomycrons) ainsi que pour des 
particules de trioleine et phosphatidylcholine 
supplementees avec de 1 ' apoproteine E recombinante . 
L'af finite des LDL pour le recepteur est plus faible que 
celle des VLDL et des chylomicrons mais toutefois plus 
elevee que celles de particules de trioleine, 
phosphatidylcholine ne contenant pas d'ApoE, ou que 
celles de VLDL isoles a partir d'un sujet presentant une 
hyperlipidemie de type III et le phenotype E2/2 de l'Apo 
E (Yen et al . , 1994) . 

L' activite du LSR est egalement presente dans les 
fibroblastes de sujets humains normaux (Figure 36) . 

Exemple 10 

Effet de la leptine sur 1' activite LSR chez l'homme 

L' activite LSR de fibroblastes humains FH (familial 
hypercholesterolemia) est egalement augmentee apres 
incubation avec de la leptine (Figure 37), suggerant que 
tout comme chez le rat, le LSR participe chez l'homme a 
la clairance des cytokines, et voit son activite modulee 
par celles-ci. 
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Le complexe LSR, recepteur hepatique aux lipoproteines 
et a la leptine : applications 

Clairance des lipoproteines 

Le recepteur LSR represente la voie principale de 
1' elimination des lipoproteines d'origine intestinale et 
des particules riches en triglycerides. Le recepteur LSR 
peut aussi servir de voie accessoire pour 1 ' elimination 
des LDL, particules riches en cholesterol, qui sont pour 
la plus grande part epurees par la voie du LDL 
recepteur, mais dont environ 30% sont eliminees au 
niveau hepatique par des voies differentes du LDL 
recepteur. 

Clairance de la leptine 

En absence d'acides gras libres, le recepteur LSR fixe, 
non pas les lipoproteines, mais une cytokine, la 
leptine. La fonction de clairance de la leptine n'est 
possible que si le recepteur n'a pas fixe d'acides gras 
produits par la lipase hepatique ou par la lipase 
hormono- sensible du tissus adipeux. 

Conseguences de cette douJble fonction 

Les taux eleves de leptine chez les sujets humains 
obeses peuvent s'expliquer par plusieurs mecanismes 
moleculaires qui sont susceptibles de diminuer la 
clairance hepatique de la leptine, dont notamment : 

a) une alteration d'un (des) gene(s) du LSR, et/ou de 
leur(s) promoteur(s) ; 

b) une facilitation, par des modifications post- 
transcript ionnelles, du remaniement allosterique 
permettant le passage de la conformation cytokine- 
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competente a la conformation de recepteur aux 
lipoproteines ; 

c) un deficit de transport des vesicules contenant le 
LSR de, ou vers, la membrane plasmique (cette fonction 

5 depend de l'integrite du cytosquelette) ; 

d) une augmentation de la degradation du LSR ; 

e) une augmentation de la ration calorique lipidique 
qui, en detournant le recepteur vers la clairance des 
lipoproteines, reduit en partie sa capacite de degrader 

10 la leptine. 

Traitements de 1' obesite 

he role joue par le LSR dans la clairance de la leptine 
permet de formuler un modele physiopathologique qui 

15 impose une revision des strategies mises en oeuvre pour 
traiter 1' obesite. II est en effet essentiel de reduire 
les concentrations de leptine chez les sujets humains 
obeses, afin de restaurer les fluctuations 
physiologiques de cette hormone. 

20 C'est pourquoi il est possible d'envisager d'utiliser 
des composes pour le traitement de 1' obesite permettant 
la modulation du nombre de recepteurs LSR, de leur 
vitesse de recyclage, ou du changement de leur 
conformation, et/ou permettant notamment : 

25 1. de controler la leptinemie, et done les sensations 
de satiete et de faim ,- 

2. de restaurer des concentrations de leptine normales 
et de permet t re la regulation normale du comport ement 
alimentaire par la perception normale des sensations de 

30 faim et de satiete ; 

3 . de controler la triglyceridemie ; 

4. de reguler les concentrations plasmatiques de residus 
de chylomicrons, particules tres atherogenes. 

i 
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Traitements de 1' anorexie et de la cachexie 
II est possible d'envisager d'utiliser des methodes de 
regulation des activites du LSR pour mettre en place des 
5 traitements permettant de vaincre le cercle vicieux qui 
caracterise 1' anorexie nerveuse. En reduisant le nombre 
de recepteurs, on devrait favoriser la prise de poids 
chez les sujets anorexiques ou denutris. 

Dans ces conditions, il est interessant d'inhiber 
10 selectivement la clairance de la leptine en utilisant 
des peptides synthetiques ou molecules pharmacologiques 
qui, soit diminuent la synthese du LSR, soit bloquent sa 
capacite a fixer la leptine et/ou les lipoproteines, 
soit encore, augmentent le catabolisme du recepteur. 
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Exemple 12 

Le complexe LSR, recepteur aux lipoproteines et aux 
cytokines : applications 

5 

L' analyse de la structure primaire du LSR a met en 
evidence un site homologue aux sites de fixation des 
cytokines presents sur leurs recepteurs, ainsi que deux 
signaux de routage qui permettent l'endocytose et la 

10 degradation rapide des ligands dans les lysozomes. Cette 
observation est originale dans le sens ou les recepteurs 
aux cytokines ne permettent pas 1 ' internalisation et la 
degradation des ligands. Ces recepteurs ont ete 
caracterises sur la base de leur propriete de 

15 signalisation intracellulaire . Le LSR presente la 
propriete de permettre la degradation proteolytique des 
lipoproteines et de la leptine ; il est hautement 
probable qu' il realise egalement la degradation d'autres 
cytokines. Cette fonction pourra etre etudiee grace aux 

20 anticorps anti-LSR et a des cellules CHO transfectees 
exprimant la sous-unite a du LSR. L' implication du LSR 
dans la clairance des cytokines est essentielle car ces 
moleules jouent un role important dans la regulation du 
metabolisme des lipides, du metabolisme du glucose, et 

25 dans la regulation de la prise alimentaire et de la 
prise de poids. 

Les mecanismes moleculaires par lesquels les cytokines 
modulent les fonctions physiologiques impliquees dans 
l'obesite et ses complications sont nombreux et 
30 complexes. On retiendra cependant le fait que les 
anomalies du metabolisme des cytokines sont associes a 
1 ' hypertriglyceridemie qui accompagne frequemment les 
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infections virales, bacteriennes ou a protozoaires . Par 
ailleurs, les cytokines et plus particulierement le 
Tumor Necrosis Factor (TNF) , induisent une 
hypertriglyceridemie transitoire semblable a celle 
5 observee dans certaines formes de diabetes associes a 
l'obesite. 

La reduction du nombre de recepteurs LSR exprimes au 
niveau du foie des souris obeses pourrait expliquer un 
deficit de 1 ' elimination de certaines cytokines, ce 
10 deficit entrainant des perturbations metaboliques telles 
que celles retrouvees dans l'obesite. 

L'utilisation de cellules hepatiques en culture, et des 
differentes modeles d'animaux obeses cites precedemment , 
permettra de determiner, parmi toutes les cytokines et 
15 plus particulierement celles qui induisent une perte de 
poids (IL-6, LIF, OSM, CNTF, IL-11, IL-12oc, ainsi que 
TNFot et TNF(5) , celles qui modulent I'expression et/ou 
1 'activite du LSR. 

Enfin, 1' analyse de la structure primaire du LSR a met 
20 en evidence des sites potent iels de phosphorylation. 
Ceci ouvre la perspective d'une regulation de 1' activite 
cellulaire par le recepteur LSR. Un exemple 
particulierement important serait 1 ' implication du LSR 
dans la regulation de la production de « Accute Phase 
25 Proteins » sous 1' impulsion de differentes stimuli, dont 
les cytokines . 

L' implication du LSR dans la clairance et la degradation 
des cytokines pourrait en outre ne pas se limiter au 
foie. En effet, s'il est demontre que 1' expression du 
30 LSR est de fagon predominant e hepatique, il est 
egalement certain que 1' expression de ce recepteur n'est 
pas limitee a cet organe. Une analyse preliminaire en 
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Northern blot sur differents tissus humains a pu mettre 
en evidence, outre les produits hepatiques, des produits 
d' expression au niveau du rein et du testicule. Une 
analyse plus approfondie permettra de mettre en evidence 
les differents tissus exprimant le LSR chez l'homme. 
Dans cette perspective, le LSR pourrait intervenir dans 
la degradation de cytokines non seulement au niveau 
hepatique, mais aussi au niveau des tissus 
peripheriques . Un deficit de cette activite pourrait 
etre implique dans la pathogenie de maladies auto- 
immunes, de scleroses an plaques, de l'arthrite 
rhumatoide. Une accumulation de cytokines est 
f requemment retrouvee dans la pathogenie de ces 
maladies . 
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REVENDICATIONS 

Polypeptide, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'acides amines choisie parmi : 

a) une sequence d'acides amines selon la figure 2, la 
figure 4, la figure 6, la figure 8, la figure 10, 
la figure 40, la figure 42, la figure 44, la 
figure 49, la figure 50 ou la figure 51 ; 

b) une sequence d'acides amines de polypeptide 
variant de polypeptide de sequence d'acides 

amines de a) ; 

c) une sequence d'acides amines de polypeptide 
Equivalent a un polypeptide de sequence d'acides 

amines de a) ou b) ; 

d) une sequence d'acides amines de polypeptide 
homologue comportant au moins 80 % d'homologxe, de 
preference au moins 90 %, avec un polypeptide de 
sequence d'acides amines de a), de b) , ou de c) ; 

e) une sequence d'acides amines d'un fragment, de 
preference biologiquement act if, de polypeptide de 
sequence d'acides amines de a), de b) , de c) , ou 
de d) . 

Polypeptide caracterise en ce qu'il est constitue 
d'une sequence d'acides amines choisie parmx les 
sequences d'acides amines de a), b) , O , d) , ou e) 
selon la revendication 1. 

» Polypeptide selon 1'une des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que sa sequence d'acides amines 
est choisie parmi une sequence humaine d'acxdes 
amines . 
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Sequence d'acide nucleique isolee, caracterisee en 
ce qu'elle code pour un polypeptide selon l'une des 

revendications 1 a 3. 

Sequence d'acide nucleique isolee caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi : 

a) les sequences nucleiques selon la figure 1, la 
figure 3, la figure 5, la figure 7, la figure 9, 
la figure 31, la figure 38, la figure 39, la 
figure 41, la figure 43, la figure 46, la figure 
47 ou la figure 48 ; 

b) les sequences nucleiques de variant allelique de 

a) ; 

c) les sequences nucleiques mutees des sequences de 
a) ou b) ; 

d) les sequences nucleiques equivalentes des 
sequences de a) , b) ou c) ; 

e) les sequences nucleiques homologues des sequence 
de a) , b) , c) ou d) , et presentant au moins 80 % 
d'homologie, de preference 90 % ; 

f ) les fragments de sequences nucleiques a) , b) , O , 
d) ou e) comportant au moins 10 bases ,- 

g, les sequences nucleiques capables de s'hybrider 
specif iquement avec les sequences nucleiques a), 
b), c), d), e) ou f) et comportant au moins 10 
bases . 
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ABREGE DESCRIPTIF 



L' invention concerne un nouveau polypeptide recepteur 
complexe LSR (Lipolysis Stimulated Receptor) , 
caracterise par ses activites f onctionnelles , le clonage 
des ADNc complementaires des ARNs messagers codant pour 
chacune des sous-unites du complexe multimerique , des 
vecteurs et cellules transf ormees , des methodes de 
diagnostic et de selection de composes utilisables a 
titre de medicament pour la prevention et/ou le 
traitement de pathologies et/ou de pathogenies telles 
que l'obesite et 1'anorexie, les hyperlipidemies, 
1 ' atherosclerose, le diabete, 1 ' hyper-tension, et plus 
generalement les diverses pathologies associees a des 
anomalies du metabolisme des cytokines. 



